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Abstract 
 
The collared brown lemur, Eulemur collaris, is an Endangered (IUCN, 2013) 
prosimian inhabiting the littoral and lowland rainforests of south-eastern 
Madagascar. In the littoral forest, in particular, the species is threatened by severe 
habitat fragmentation, thus, only small populations survive in tiny fragments. 
Although many eco-ethological studies have been regarding these populations 
(Donati et al. 2007, 2011), no genetic surveys have been performed so far.  
 
In order to support eco-ethological data and conservation policies, the genetic 
evolution of a small population translocated between fragments of the Mandena 
littoral forest was investigated over a period of twelve years (2000-2011). Moreover, 
the genetic diversity of populations inhabiting neighboring littoral (Nahampoana) 
and lowland (Tsitongambarika) forests was investigated.  
 
DNA was recovered from a total of 25 ear clips and 38 faecal samples of collared 
brown lemurs. Variants at ~300 bp of the mitochondrial DNA (D-loop region) and 
eight autosomal microsatellite loci were investigated. 
 
Both mtDNA and microsatellite results show that the Mandena fragment, throughout 
the 12 years period, underwent a very dynamic turn-over. The comparison between 
Mandena and Tsitongambarika genetic pools does not rule out a genetic flow 
between the two areas and suggested that genetic diversity and habitat degradation 
are negatively correlated.  
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Riassunto 
 
Il lemure dal collare, Eulemur collaris, è una proscimmia, indicata come 
Endangered (IUCN 2013), che vive nelle foreste litorali e di montagna di media-
bassa altitudine, del Sud-Est del Madagascar. Nella foresta litorale, in particolare, la 
specie è minacciata da una forte frammentazione dell’habitat, quindi, solo 
popolazioni numericamente esigue sopravvivono in piccoli frammenti. Sebbene 
molti studi eco-etologici abbiano interessato queste popolazioni (Donati et al. 2007, 
2011), nessuna indagine genetica è mai stata realizzata. 
 
Per supportare i dati eco-etologici e individuare politiche di conservazione, è stata 
studiata l’evoluzione genetica, su un periodo di 12 anni (2000-2011), di piccole 
popolazioni traslocate fra frammenti della foresta litorale di Mandena. Inoltre è stata 
confrontata la diversità genetica con popolazioni di foreste litorali (Nahampoana) e 
di montagna di media-bassa altitudine (Tsitongambarika). 
 
Il DNA è stato estratto a partire da 25 campioni di ear clips e 38 di feci, appartenenti 
a lemuri dal collare. Sono stati genotipizzate ~300 bp appartenenti al mtDNA (D-
loop region) e 8 loci microsatellitari autosomici.  
 
Sia i risultati mitocondriali che quelli microsatellitari mostrano che il frammento di 
Mandena, nell’intervallo di tempo di 12 anni, è stato sottoposto ad un rapido 
turnover. Il confronto tra le caratteristiche genetiche della popolazione di Mandena 
e Tsitongambarika non esclude un flusso genetico tra le 2 aree e indica che la 
diversità genetica e la degradazione dell’habitat sono correlate negativamente. 
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1. Introduzione 
 
1.1 Contributo molecolare alla conservazione 
 
La diversità biologica presente nel nostro pianeta è in rapida diminuzione come 
conseguenza dell'attività dell'uomo (Frankham, Briscoe e Ballou, 2002). Molte 
specie si sono recentemente estinte e molte altre hanno fortemente ridotto le 
dimensioni delle loro popolazioni, diventando così vulnerabili alla minaccia 
dell'estinzione. Nonostante le conseguenze a lungo termine di questo processo siano 
difficilmente prevedibili, sembra probabile che l'omogeneizzazione del biota, la 
diffusione di specie opportunistiche e l'esplosione di eventi di speciazione limitata 
solo ad alcuni cladi che si adattano bene ad ambienti antropizzati, siano alcuni dei 
principali fenomeni che caratterizzeranno il nostro futuro (Myers, 2001).  
La biologia della conservazione è una disciplina il cui obiettivo è fornire principi e 
strumenti per preservare la diversità biologica (Soulé et al. 1985). La diversità 
genetica è una delle 3 forme di diversità biologica, insieme a quella di specie e di 
ecosistema, riconosciute dalla IUCN (McNeely et al. 1990). La biologia della 
conservazione può quindi anche essere vista come un tentativo di proteggere la 
diversità genetica (Eisner et al. 1995). 
Sino al 1970 non esisteva nessuna collaborazione tra conservazionisti e genetisti. 
(Allendorf e Luikart, 2007). Frankel Otto (1900-1998), un genetista agronomo, 
cercò per primo di sensibilizzare la comunità scientifica riguardo l'importanza del 
mantenimento della diversità biologica, riferendosi ad essa soprattutto in termini di 
potenziale evolutivo. Le sue idee, nel 1978, ispirarono il primo congresso 
internazionale inerente la conservazione biologica. In questa occasione, ecologi e 
genetisti si unirono con l'obiettivo di arginare la crisi della biodiversità che è tutt'ora 
in atto. 
Tre diversi approcci per stimare la diversità genetica si sono succeduti negli ultimi 
decenni (Mills, 2005). Sino al 1960, l'unico modo di stimare tale diversità era basato 
sull'osservazione di tratti fenotipici. Dal 1960 al 1980 si diffuse invece l'analisi delle 
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proteine attraverso la tecnica dell'elettroforesi. Sfortunatamente, questo approccio 
richiedeva spesso l'uccisione dei soggetti di studio per ottenere tessuti ricchi di 
proteine.  
Nel 1983, Kary Mullis sviluppò la tecnica della PCR (Polymerase Chain Reaction) 
che permise l'analisi diretta del DNA (Mullis et al.1985). La molecola di DNA ha un 
contenuto informativo più alto di qualsiasi proteina in quanto il codice genetico è 
degenerato, per cui, non tutte le variazioni sul DNA comportano variazioni 
amminoacidiche. Un altro vantaggio della PCR è che permette lo studio del DNA a 
partire da campioni di bassa quantità o qualità. Questa condizione permette di 
effettuare campionamenti non invasivi (il campione è raccolto senza che il soggetto 
venga catturato e disturbato). 
I progressi ottenuti recentemente nelle tecnologie molecolari di analisi del DNA 
hanno decisamente influenzato la biologia della conservazione (Haig, 1998). I 
sistemi genetici attualmente più investigati sono: 
 Single Nucleotide Polymorphism (SNP): varianti del materiale genico a carico 
di un unico nucleotide, tale per cui la variante allelica risulta presente nella 
popolazione in una proporzione superiore all'1%. 
 Microsatelliti o Short Tandem Repeats (STR): sequenze di lunghezza variabile   
da poche bp ad alcune centinaia, costituite da corte sequenze (2-6 bp) ripetute 
in tandem (Turnpenny et al. 2005). 
 Minisatelliti: sequenze di lunghezza variabile da alcune centinaia ad alcune 
migliaia di bp costituite da sequenze (10 – 60 bp) (National Library of 
Medicine - Medical Subject Headings) ripetute in tandem.  
 Inter Simple Sequence Repeats (ISSR): si tratta di un termine generico per 
descrivere la parte di genoma compresa tra 2 loci STR. 
 Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP): sequenze di DNA che 
derivano da varianti comprese in siti di restrizione. 
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 Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP): sequenze di DNA 
derivanti dall'amplificazione selettiva solo di alcuni RFLP. 
Le tecniche molecolari possono essere utilizzate per la comprensione di diverse 
problematiche legate alla biologia della conservazione (Haig, 1998): 
 Diversità e struttura genetica: quantificare la diversità genetica e i suoi pattern 
di distribuzione nello spazio (in e tra le popolazioni) sono aspetti fondamentali 
degli studi inerenti la conservazione genetica.  
 Definizione tassonomica: individuare con precisione la quota di variabilità tra 
diversi taxa può aiutare a ottimizzare l'utilizzo di risorse per quei taxa che 
effettivamente necessitano di un supporto. 
 Ibridazione: rilevare lo stato di ibridazione e prevederne le possibili 
conseguenze è importante per determinare la vitalità di una popolazione o una 
specie. Gli effetti dell'ibridazione possono essere sia positivi (aumento della 
diversità genetica e vigore dell'ibrido) che negativi (perdita di diversità 
genetica e outbreeding depression).  
 Identità individuale e sessuale: l'identificazione individuale permette di 
stimare l'abbondanza di una popolazione e la longevità dei singoli individui; 
la determinazione del sesso fornisce invece una indicazione sulla sex ratio di 
una popolazione. 
 Parentele: l'identificazione delle parentele avviene solitamente comparando 
gli alleli di un individuo con quelli dei genitori putativi; questo tipo di analisi 
può inoltre aiutare a determinare il successo riproduttivo degli individui di 
una popolazione. 
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1.2 Area di studio 
 
Nel Mesozoico, circa 130 milioni di anni fa, la formazione di una faglia tettonica ha 
separato ed allontanato la placca costituita da India e Madagascar dalla placca 
africana. Successivamente, circa 80 milioni di anni fa, la stessa faglia ha separato 
anche il Madagascar dall'India. La deriva del Madagascar verso la placca asiatica è 
così potuta procedere mentre il Madagascar ha mantenuto quasi invariata sino ad 
oggi la posizione relativa rispetto alla placca africana. Il Madagascar è quindi 
sostanzialmente andato incontro ad una evoluzione biologica indipendente negli 
ultimi 80 milioni di anni.  
Il Madagascar è un Hotspot di biodiversità. Un hotspot per definizione è una regione 
che deve rispettare 2 criteri: deve possedere lo 0,5% (del totale planetario) o 1500 
specie di piante vascolari alle stato endemico, deve inoltre aver subito perdite per 
almeno il 70% dell'habitat originario. Si stima infatti che l'80% della foresta primaria 
sia andata perduta (Dupuy e Moat, 1998) e che l'82% delle piante superiori (8884 
specie) siano endemiche del paese (Callmander et al. 2011).  Negli ultimi anni la 
situazione del paese si è ulteriormente deteriorata portando i lemuri, animali simbolo 
del Madagascar, sull’orlo dell’estinzione (Schwizter et al. 2014). 
E. collaris è diffuso nel Sud-Est del Madagascar (figura1) in un’area compresa tra 
Tolagnaro (Fort Dauphin) e il fiume Mananara, che delimitano l'areale 
rispettivamente a Sud e a Nord; il limite occidentale è definito dalla regione di 
Kalambatritra, mentre il limite orientale è sostanzialmente definito dall'Oceano 
Indiano (Mittermeier et al. 2008). 
 
12 
 
 
Figura 1 Areale di distribuzione di E. collaris. (website: IUCN) 
 
L'areale di distribuzione comprende foreste litorali e foreste umide di bassa-media 
altitudine, queste ultime dislocate ad alcuni chilometri dalla costa rispetto alle 
precedenti.  
La foresta litorale si sviluppa su terreni sabbiosi umidi e poco consolidati (Lowry, 
2001). Essendo le piogge abbondanti e distribuite abbastanza uniformemente 
nell'arco dell'anno, si tratta di una foresta umida sempreverde. Nonostante l’assenza 
di una stagionalità climatica, il ciclo fenologico delle piante ha un carattere 
stagionale (sono presenti periodi precisi di gemmazione e fioritura) (Bollen e Donati, 
2005). Questo tipo di stagionalità definisce periodi di abbondanza di risorse 
alimentari alternati a periodi di scarsità. Attualmente, la foresta litorale (figura 2) è 
in gran parte degradata e molto frammentata, al punto da essere considerata uno 
degli ecosistemi piu’ a rischio sul pianeta (Bollen e Donati, 2006). Le dimensioni 
dei frammenti variano tra 1 ha e 377 ha. La presenza di endemismi in quest'area è 
elevatissima: si calcola infatti che il 90% circa delle piante che caratterizzano la 
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foresta litorale siano endemiche del Madagascar; inoltre, circa 40 specie di piante 
sono endemismi esclusivi della foresta litorale (Lowry, 2001). 
 
Figura 2 Foresta litorale (di Donati G.) 
 
La foresta umida di bassa-media altitudine (figura 3), a differenza della litorale, 
cresce su terreni consolidati e in condizioni climatiche variabili in funzione 
dell'altitudine.  
 
Figura 3 Foresta di Tsitongambarika (di A. Ravoahngy, website: asitymadagascar.org) 
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1.3 QIT Madagascar Minerals (QMM) e Mandena 
 
Il Sud-Est del Madagascar è lo scenario di un delicato contesto in cui la foresta 
litorale, riconosciuta di fondamentale valore per aspetti legati alla biodiversità 
(Ganzhorn et al, 2007), si trova ad essere incluso in un ampio progetto estrattivo 
gestito dalla compagnia “QIT Madagascar Minerals” (QMM). 
Questa compagnia mineraria è posseduta per l’80% dalla multinazionale Rio Tinto 
e per il restante 20% dallo stato del Madagascar. Dal 1985 la QIT ha iniziato un 
progetto di esplorazione della costa Est del Madagascar con il fine di localizzare 
depositi di diossido di titanio. Il diossido di titanio è un minerale utilizzato per la 
produzione di un pigmento bianco per vernici, materie plastiche e cemento. Durante 
l’esplorazione, sono state individuate 3 aree particolarmente ricche di questo 
minerale nella zona di Mandena, Petriky e Sainte Luce (Lowry et al. 2008) ed è 
quindi stato sviluppato un progetto di estrazione della durata di 40-50 anni. 
La compagnia mineraria, riconoscendo il valore conservazionistico della foresta, ha 
proposto un piano di impatto sull’ambiente che risulti in un bilancio finale positivo 
sulla biodiversità (“Net Positive Impact on biodiversity” Biodiversity Action Plan 
2010-Rio Tinto QMM). 
Prerogative della compagnia sono quindi di minimizzare l’impatto negativo 
dell’estrazione sull’habitat e di stanziare fondi per investimenti di interesse 
conservazionistico. Per questi obiettivi sono state identificate 3 aree di 
conservazione che comprendono: 
 Mandena, 230 ha 
 Sainte Luce, 274 ha 
 Petriky, 120 ha 
La prima di queste aree, la foresta di Mandena, è stata lo scenario di una 
traslocazione (figura 4) avvenuta tra il 2000 ed il 2001 (Donati et al. 2007) e 
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caratterizzata dallo spostamento di una piccola popolazione di E. collaris da 
frammenti di foresta degradati dall’azione umana (M3 e M4) a frammenti eletti a 
zona di conservazione (M15 e M16). Questa traslocazione, sponsorizzata dalla 
QMM, rappresenta un esempio della sinergia che sussiste tra la QMM stessa e la 
comunità scientifica.  
 
Figura 4 Area di Mandena che mostra i diversi frammenti di foresta; la freccia rossa indica la 
direzione della traslocazione (da M3-4 verso M15-16). 
 
La traslocazione è una soluzione raramente impiegata su lemuri e in generale su 
proscimmie ma in questo caso, ha rappresentato una soluzione in grado di offrire 
l’opportunità di evitare l’estinzione della specie a Mandena. Gli animali erano 28 al 
momento della traslocazione, in seguito, dopo una lieve riduzione, hanno raggiunto 
il picco di 36 nel 2003, sfortunatamente nel 2004 la popolazione si è ridotta a 25 
individui. Tale riduzione è certamente in gran parte spiegata dall’entrata nella foresta 
di almeno 7 individui di un carnivoro (appartenete alla famiglia degli eupleridi) 
endemico del Madagascar: Cryptoprocta ferox, detto comunemente fossa 
(precedentemente non riportato nell’area). Il fossa (Cryptoprocta ferox - Bennett 
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1833) è un mammifero carnivoro della famiglia degli Eupleridi; si tratta di un 
predatore ai vertici della catena alimentare e i lemuri, insieme al tenrec (Tenrecidae), 
al votsovotsa (Hypogeomys antimena) e ai giovani potamocheri (Potamochoerus 
porcus) costituiscono la base della dieta. 
 
Uno degli obiettivi fondamentali che caratterizza la biologia della conservazione 
riguarda la comprensione della resistenza e della resilenza di una specie quando è 
sottoposta a condizioni di stress. La foresta litorale di Mandena offre una eccellente 
opportunità di testare la flessibilità di E. collaris in un ambiente di foresta degradato. 
Diversi studi eco-etologici (Campera, 2012; Donati et al. 2011) hanno già 
interessato questo frammento di foresta con l’obiettivo di verificare come varia, in 
condizione di stress, la dimensione dei gruppi, il time-budget, la dieta e l’home 
range. Nonostante il contributo di questi studi, si ritiene che il supporto di strumenti 
molecolari possa essere di aiuto nella identificazione dei potenziali rischi di 
estinzione e degli aspetti di gestione che favoriscono la persistenza della specie 
(Haig, 1998). 
 
1.4 Eulemur collaris 
 
1.4.1 Caratteristiche morfologiche 
 
Il lemure dal collare, Eulemur collaris, Geoffroy 1817, è un primate appartenente 
alla famiglia dei lemuridi. Originariamente identificato come una sottospecie di 
Eulemur fulvus, dal 2001 è stato elevato al rango di specie da Colin Groves. Si tratta 
di una specie indicata come minacciata dalla “IUCN (International Union for 
Conservation of Nature) red list”. Le principali minacce (Bollen e Donati, 2006) per 
questa specie sono il disboscamento, che riduce e frammenta gli habitat disponibili, 
la caccia e l'attività di estrazione mineraria da parte dell'azienda “QIT Madagascar 
Mineral”. 
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E. collaris è un lemure di medie dimensioni: la lunghezza del corpo, esclusa la coda 
è circa 40 cm, la coda misura approssimativamente 50 cm ed il peso è circa 2,5 kg 
(Tattersall, 1982).  
Si tratta di una specie che esprime un dicromatismo sessuale (figure 5 e 6). I maschi 
presentano una colorazione del pelo dorsale grigio marrone, il pelo ventrale è grigio 
chiaro, il capo e la coda sono grigio scuro, le guance portano un pelo prominente 
marrone rosso. Le femmine hanno un pelo dorsale marrone rosso, il pelo ventrale è 
grigio chiaro, il capo è grigio, le guance presentano un pelo di colore marrone rosso 
ma meno prominente rispetto al maschio.  
 
 
Figura 5 Esemplare femmina di E.collaris (di G. Donati) 
 
 
Figura 6 Esemplare maschio di E.collaris (di G. Donati) 
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Il grado di somiglianza morfologica con E. cinereiceps, una specie sorella diffusa a 
nord dell’areale di E.collaris, è alto: la distinzione, specialmente tra le femmine delle 
2 specie, è molto difficile. Nonostante questo, in natura non sono stati rilevati casi 
di ibridazione (Wyner et al. 2002) ed in cattività l'ibridazione ha prodotto prole non 
fertile.  
 
1.4.2 Caratteristiche eco-etologiche 
 
Eulemur collaris è caratterizzato da una dieta prevalentemente frugivora e come tale 
svolge un ruolo chiave nel mantenimento dell’omeostasi della foresta tropicale 
(Donati et al. 2007). I primati frugivori sono infatti spesso coinvolti in un rapporto 
di stretta dipendenza con molte specie vegetali: essi si nutrono di semi e quindi 
contribuiscono alla loro dispersione (Bollen et al. 2004). Questa caratteristica rende 
questo lemure molto importante dal punto di vista ecologico essendo attualmente la 
specie di mammifero più grande presente nella foresta litorale e di consegunza 
l’unica capace di disperdere semi di grandi dimensioni (Bollen e Donati 2006). 
Sono molti i fattori ecologici ad influenzare la distribuzione spaziale di questa 
specie: struttura della foresta, disponibilità di risorse ed incidenza di eventi predatori. 
E' stato recentemente osservato che E. collaris mostra principalmente 2 diverse 
strategie adattative (Donati et al. 2011) (Campera, 2012): 
 In ambienti degradati, dove le risorse non sono molte e non sono 
uniformemente distribuite, l'home range (area in cui gli individui svolgono le 
loro attività; Burt, 1943) supera i 100 ha. 
 In ambienti integri, che mostrano un abbondanza di risorse, l'home range si 
estende su 15-20 ha. 
E.collaris, come le altre specie appartenenti al genere Eulemur, mostra una 
distribuzione dell'attività diffusa sulle 24 ore e quindi sia diurna che notturna (Donati 
e Borgognini-Tarli, 2006). Questo pattern è stato per la prima volta descritto da 
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Tattersal nel 1979 (Tattersal, 1979) che nel 1987 introdusse formalmente il termine 
catemerale:  
“the activity pattern of an organism can be regarded as cathemeral when it is about 
evenly distributed over the 24 h daily cycle, or when significant amounts of activity, 
particulary feeding and/or traveling, occur within both light and dark portions of the 
cycle” (Tattersal, 1987). 
E. collaris sembra rispettare la tipica flessibilità sociale che è diffusa in tutte le specie 
appartenenti ai lemuri marroni, la struttura sociale sembra infatti variare 
stagionalmente in funzione del ciclo riproduttivo. I gruppi sono costituiti da maschi 
e femmine e gli accoppiamenti sono promiscui. E. collaris, come gli altri lemuri, 
marroni mostra una filopatria femminile. I valori di sex ratio sono molto vicini ad 
uno con una leggera prevalenza dei maschi (M. Campera, 2013), dato in accordo con 
quello delle specie filogeneticamente affini. Come in altre species del genere 
Eulemur, il collaris non presenta una chiara dominanza di un sesso sull’altro (M. 
Campera, 2013). 
 
1.5 DNA mitocondriale (mtDNA) 
 
1.5.1 Caratteristiche generali 
 
I mitocondri sono organelli lunghi 1-4 µm e 0,2-1 µm di diametro, sono presenti in 
multipla copia in ogni cellula eucariotica (il numero è molto variabile, spesso 
nell'ordine 101–104). Svolgono diverse funzioni, la principale è legata al 
metabolismo e consiste nella produzione di forme energetiche utilizzabili 
dall'organismo. I mitocondri sono costituiti da due membrane: la membrana interna 
(MI) e quella esterna (ME); queste due membrane individuano 2 compartimenti che 
sono quello tra le due membrane (spazio intermembrana) e quello che si trova 
internamente alla membrana interna che è detto matrice mitocondriale (Lewin, 
2006). Il DNA mitocondriale (mtDNA) è localizzato nella matrice mitocondriale. Il 
genoma mitocondriale deriva dal genoma di batteri endosimbionti, durante il corso 
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dell'evoluzione ha progressivamente ridotto le dimensioni ed oggi ha una lunghezza 
di circa 16000 bp nei primati. Si tratta di un genoma aploide a trasmissione 
uniparentale (materna nei primati). Il mtDNA consiste in una molecola circolare a 
doppio filamento, i 2 filamenti si differenziano per il contenuto di nucleotidi: si 
individua un heavy strand e un light strand, il primo dei due ha un contenuto in 
guanine più alto del secondo. L' heavy strand codifica per 28 geni mentre il light 
strand codifica per 9. Complessivamente il genoma mitocondriale dei vertebrati 
contiene 13 geni per mRNA, 22 geni per tRNA e 2 geni per rRNA (12S e 16S) (figura 
7). E' presente inoltre una regione di controllo (CR) o Displacement Loop (D-loop) 
fiancheggiata nei primati dal gene per il tRNAPhe e il tRNAPro. Questa regione è 
lunga circa 1000bp. La regione contiene l'origine di replicazione del filamento 
heavy, sono inoltre presenti i promotori della trascrizione sia del filamento heavy 
che light. 
 
 
Figura 7 I geni per 2 rRNAs (12S and 16S rRNA), 13 mRNAs (ND1–6, ND4L, Cyt b, COI–III, ATP6, 
e ATP8), e 22 tRNAs (F, V, L1, I, M, W, D, K, G, R, H, S1, L2, T, P, E, S2, Y, C, N, A, and Q) sono 
indicati dai rettangoli; le frecce corrispondenti a OH e O L rappresentano origini di replicazione, il 
resto delle frecce rappresentano origini di trascrizione (Park e Larsson, 2011). 
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1.5.2 Pattern di mutazione 
 
Il DNA mitocondriale ha un tasso mutazionale medio (μ) circa 100 volte più alto 
(Chial e Craig, 2008) rispetto al DNA nucleare. L'alto tasso di mutazione è spiegato 
in parte dall'ambiente mitocondriale stesso, sono infatti presenti molti radicali liberi 
ad azione mutagena, derivanti dal processo di fosforilazione ossidativa. Inoltre, il 
DNA mitocondriale è associato a tipologie di proteine differenti rispetto al DNA 
nucleare, questa caratteristica lo rende più soggetto all'azione delle nucleasi. In fine 
la DNA polimerasi mitocondriale non possiede attività 3'-5' proofreading, eventuali 
errori nel processo di replicazione vengono quindi mantenuti.  
Il DNA mitocondriale è caratterizzato inoltre da un alto indice di fissazione (v): 
l'aploidia e la trasmissione uniparentale, assieme, determinano un indice circa 4 volte 
maggiore rispetto al nucleare.  
Il tasso di mutazione (μ) e l'indice di fissazione (v) permettono di definire la velocità 
evolutiva (V) secondo la seguente relazione:    
V = v × μ 
Inoltre, una diretta conseguenza dell'aploidia è la bassa incidenza di eventi di 
ricombinazione, che favorisce il mantenimento di blocchi di sintenia. 
Il DNA mitocondriale mostra eterogeneità nel tasso di mutazione, si possono infatti 
individuare 2 principali regioni. La regione codificante è costituita nei primati da 
circa 15000 bp ed è caratterizzata da un tasso di mutazione basso tale da permettere 
solitamente lo studio di fenomeni evolutivi profondi (fino alla distinzione di specie). 
La regione del D-loop è una regione non codificante ed è considerata la regione più 
variabile del mtDNA, il suo tasso di mutazione supera di 5-10 volte quello del resto 
del mtDNA (Aquadro et al. 1983). Nello specifico, il tasso di mutazione è distribuito 
eterogeneamente anche all'interno del D-loop, si riconoscono 3 domini (Avise, 2000) 
(figura 8). Il dominio HVS-1 e HVS-2 sono entrambi più variabili rispetto al dominio 
centrale (Ingman et al. 2000). Nello specifico, HVS-2, chiamato anche high 
resolution region, è più variabile di HVS-1 e comprende tre blocchi (CSBs) 
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conservati la cui funzione è correlata con l'inizio della sintesi del DNA; HVS-1 è 
invece chiamato low resolution region. Il dominio centrale è molto conservato in 
quanto sono presenti quelle sequenze coinvolte nella regolazione della trascrizione 
e replicazione. 
  
Figura 8 Diagramma dei 3 domini del mtDNA dei mammiferi; due domini variabili fiancheggiano 
una regione conservata; nella hypervariable region II sono presenti 3 blocchi CSBs (Avise, 2000, 
Phylogeography: the history and formation of species, modificata). 
 
Le regioni conservate acquisiscono un ruolo importante in conservazione genetica 
in quanto consentono il disegno di primer. Nello specifico, le sequenze codificanti 
tRNA e quelle regolatrici la replicazione e trascrizione sono quelle più utilizzate. 
 
1.5.3 NUMTs 
 
Una potenziale insidia quando di studia il mtDNA riguarda i Numts (Nuclear 
Sequences of Mithocondrial Origin) si formano per la trasposizione di sequenze di 
DNA dal genoma mitocondriale in quello nucleare. Solo recentemente, con la 
diffusione dei sequenziamenti di interi genomi, è stato possibile conoscere 
l'incidenza di queste sequenze in diverse specie (Richly e Leister, 2004). Il termine 
Numts è stato introdotto per la prima volta nel 1994 per descrivere una trasposzione 
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di 7900 bp dal genoma mitocondriale nel nucleo del gatto domestico Felis silvestris 
catus (Lopez et al. 1994).  
I Numts sono spesso copie non funzionali e risultano quindi sottoposti ad una diversa 
pressione slettiva rispetto alle copie paraloghe mitocondriali (Arctander, 1995) Il 
trasferimento di sequenze che includono i siti di attacco dei primer comporta una 
amplificazione tramite PCR di entrambe le copie paraloghe. L'amplificazione di 
Numts può causare la rilevazione di segnale eteroplasmico in assenza di 
eteroplasmia inducendo quindi a conclusioni errate specialmente negli studi di 
carattere evolutivo (Parr et al. 2006). 
 
1.5.4 Eteroplasmia 
 
Nonostante, generalmente, in ogni organismo tutte le copie di DNA siano identiche 
(omoplasmia) un fenomeno da tenere in considerazione durante studi che riguardano 
il mtDNA è l'eteroplasmia. Si definisce eteroplasmia la coesistenza di diversi genomi 
mitocondriali (un genoma selvatico o wild-type, cioè senza mutazioni, ed uno o più 
genomi mutati) all'interno dei mitocondri di cellule diverse (eteroplasmia 
intercellulare) o, addirittura, all'interno di una stessa cellula (eteroplasmia 
intracellulare). Questo fenomeno si manifesta solitamente a seguito di mutazioni 
puntiformi o ad eventi di inserzione/delezione. L'eteroplasmia può generarsi sia sulla 
linea somatica che sulla germinale; durante la fase di divisione cellulare i mitocondri 
si distribuiscono casualmente nelle cellule figlie, qualora si abbia una situazione di 
eteroplasmia, semplicemente per effetto del caso, possono generarsi cellule con 
varianti eteroplasmiche differenti. Sono stati documentati casi di eteroplasmia in 
molti organismi come lo storione (Buroker et al. 1990), nel pipistrello (Petri et al. 
1996) e l'uomo (Bendall, 1995) 
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1.5.5 Ereditarietà 
 
Una delle caratteristiche fondamentali che rendono appetibile il mtDNA come 
marcatore genetico consiste nella ereditarietà uniparentale, è importante però tenere 
in considerazione che esistono eccezioni che compromettono questa caratteristica. 
Generalmente l'eredità avviene in linea materna; esistono infatti diversi meccanismi 
che prevengono la trasmissione maschile: 
 In alcuni organismi l'ingresso della molecola del mtDNA di provenienza 
maschile nella cellula uovo è impedito. 
 In un gamete femminile sono presenti circa 103 molecole di DNA 
mitocondriale in più rispetto ad un gamete maschile (una cellula uovo 
contiene 106 -  109 molecole mentre una cellula spermatica 102 – 103) quindi, 
in fase di gamia le molecole di provenienza maschile saranno sostanzialmente 
diluite in una miscela di molecole di origine femminile (Wolff et al. 2008). 
 Le molecole maschili in un uovo fertilizzato sono perse per distruzione 
selettiva o per inattivazione (ubiquitazione) indotta da proteine codificate dal 
nucleo dell'ovocita durante le prime fasi dell'embriogenesi (Shitara et al. 
2000). 
Sono stati osservati negli ultimi venti anni casi di eredità paterna; questa tipologia 
rara di eredità è stata osservata in vari organismi come il mitile (Hoeh et al. 1991), 
la drosofila (Kondo et al. 1992), la cicala (Fontaine et al. 2007), l'ape (Meusel et al. 
1993) e l'uomo (Schwartz et al. 2002). 
 
1.5.6 Importanza del DNA mitocondriale nella conservazione 
 
I primi studi genetici in popolazioni naturali, sono stati effettuati con il mtDNA. Nel 
1979 due gruppi di studio hanno indipendentemente usato questo marcatore: l'uno 
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per descrivere la diversità genetica utilizzando enzimi di restrizione (Avise et al. 
1979), l'altro per determinare la specie materna e paterna di una popolazione ibrida 
(Brown et al. 1979). 
Le caratteristiche che rendono utile questo genoma in studi inerenti la conservazione 
sono: 
 L'aploidia e l'ereditarietà uniparentale. 
 La presenza di molte copie per cellula comporta una alta facilità 
dell'isolamento e analisi. 
 La presenza di regioni conservate consentono il disegno di primer universali. 
 Regioni a diverso tasso mutazionale permettono di indagare dinamiche 
evolutive sia recenti che antiche. 
 
Il mtDNA è un marcatore largamente utilizzato nella classe dei mammiferi. Una 
delle specie probabilmente più studiate all’interno di questa classe, la cui 
caratterizzazione genetica ha ricevuto un grosso contributo proprio da questo 
marcatore, è l’orso bruno europeo (Ursus arctos) (Swenson e Taberlet, 2011). 
All’interno delle proscimmie il mtDNA è stato per esempio spesso utilizzato per 
risolvere problematiche inerenti la filogenesi. Sono state ad esempio chiarite 
incertezze tassonomiche all’interno del genere Hapalemur analizzando 357 bp del 
citocromo b e 438 bp del gene 12S (Fausser et al. 2002).  
Un recente studio (Johnson et al. 2008) ha permesso di attribuire l'identità di specie 
(E. cinereiceps) a popolazioni di lemuri che sino al 2008 si supponeva 
appartenessero a 2 specie distinte (E. cinereiceps e E. albocollaris). Un altro studio 
ha sostanzialmente contribuito alla identificazione delle relazioni evolutive 
all'interno del genere Eulemur (DelPero et al. 2006). 
Il mtDNA è utile per indagini di tipo filogeografico. Uno studio condotto su 
Microcebus murinus (Hapke et al. 2008), basato sul sequenziamento di circa 420 bp 
26 
 
della regione di controllo, ha indicato una recente espansione della popolazione 
verso le foreste litorali del Madagascar. 
Il genoma mitocondriale è uno strumento utile anche per la risoluzione di 
problematiche inerenti il fenomeno dell'ibridazione. Per esempio, una zona di 
ibridazione tra Eulemur fulvus e Eulemur cinereiceps è stata individuata grazie al 
sequenziamento di 543 bp del D-loop (Wyner et al. 2002). 
 
1.6 Microsatelliti (STR) 
 
1.6.1Caratteristiche generali 
 
I microsatelliti, anche conosciuti come Simple Sequence Repeats (SSR) o Short 
Tandem Repeats (STR), sono sequenze di lunghezza variabile da poche bp ad alcune 
centinaia costituite da corte sequenze (2-6 bp) ripetute in tandem (Turnpenny e 
Ellard, 2005). La distribuzione nel genoma è ubiquitaria e abbastanza uniforme 
anche se i cromosomi 17, 19 e 22 nell'uomo mostrano un leggero aumento di densità 
(Richard et al. 2008).  
Queste sequenze costituiscono circa il 3% del genoma e fanno parte di quella 
porzione ripetitiva che costituisce più del 50% dell'intero genoma (figura 9). 
 
Figura 9 Frequenze relative delle diverse tipologie di DNA all’interno del genoma. 
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Storicamente il primo microsatellite è stato scoperto da Weller nel 1984 (Weller et 
al. 1984); solo a partire dal 1990 questi marcatori sono stati usati con continuità, 
prima in campo medico-forense e più tardi anche in genetica di popolazione.  
 
1.6.2 Meccanismi e pattern di mutazione 
 
La grande variabilità dei polimorfismi STR (10-5- 10-2 eventi per locus per 
generazione, nei mammiferi) ha generato molto interesse riguardo i possibili 
meccanismi di mutazione coinvolti nella variazione in lunghezza. Le conoscenze 
attuali derivano da studi effettuati essenzialmente su due organismi modello E. coli 
e M. musculus. Sinora, è accettato che ogni meccanismo che coinvolga la nuova 
sintesi di DNA (replicazione, ricombinazione e meccanismi di riparazione del DNA) 
possa generare una variazione nella lunghezza dei tandem repeats (Richard et al. 
2008). 
I meccanismi di variazione sono due (Bhargava et al. 2010): 
 Replicaiton slippage (figura 10): la natura ripetitiva della sequenza 
nucleotidica favorisce strutture secondarie del DNA che potrebbero essere 
responsabili del processo mutazionale (Richard et al. 2008).  La formazione 
di hairpin, di triple eliche e l'inibizione del legame alle Single Strand Binding 
Protein (SSB) possono causare un arresto del complesso proteico di 
replicazione; in questa situazione il filamento lagging e leading possono 
distaccarsi e il riappaiamento non avvenendo sempre in maniera corretta può 
causare uno scivolamento di uno dei dei due filamenti sull'altro. Uno 
scivolamento che interessa il filamento lagging determina una variazione in 
espansione mentre uno scivolamento sul filamento leading determina una 
contrazione. 
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Figura 10 Meccanismo mutazionale: replication slippage (Richard et al. 2008) 
 
 Crossing-over ineguale: questo meccanismo si manifesta durante la 
ricombinazione omologa quando due sequenze sono male allineate. Maggiore 
è la similarità tra le sequenze, maggiore è la probabilità che il crossing-over 
ineguale si presenti. Questa tipologia di mutazione comporta la perdita di un 
frammento di DNA su un filamento e la duplicazione sull'altro. Questo 
processo a differenza del replication slippage spiega meglio mutazioni a 
grande scala, che coinvolgono quindi molti repeats. 
 
Molti studi sino ad una decina di anni fa suggerivano che i microsatelliti evolvessero 
in maniera direzionale, verso una continua espansione; questa interpretazione genera 
ovviamente un problema: la crescita infinita. Uno studio del 2002 (Huang et al. 
2002) evidenzia l'esistenza nell’uomo di una tendenza alla variazione che è 
dipendente dalla lunghezza stessa della sequenza (figura 11): alleli corti hanno una 
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propensione ad incrementare la loro lunghezza, viceversa, alleli lunghi tendono ad 
accorciarsi.  
Lo studio analizza 630 individui per 362 loci STR; sono state rilevate 97 mutazioni. 
 
 
 
Figura 11. Distribuzione degli eventi di mutazione; la variabile in ascissa (Standardized allele size) è 
definita come la somma delle frequenze di tutti gli alleli più corti rispetto ad un allele di riferimento 
e metà della frequenza dello stesso. La variabile in ordinata (Mutation counts) è la conta del numero 
di eventi mutazionali. (Huang et al. 2002) 
 
Il modello mutazionale utilizzato per interpretare nel modo più accurato possibile le 
differenze osservate tra gli organismi di interesse è denominato Stepwise Mutational 
Process. 
La forma più elementare di questo modello a siti finiti è il One-step symmetric 
model; in cui si assume un solo step per evento mutazionale e una uguale probabilità 
di aumentare o diminuire il numero di unità di ripetizione. Esistono anche modelli 
più aderenti alle osservazioni sperimentali che derivano direttamente dallo Stepwise 
Mutational Process. Essi prevedono tassi di mutazione diversi per alleli di differente 
lunghezza e la possibilità che avvengano step multipli per eventi singoli di 
mutazione; l’inserimento nel modello di tali variabili aumenta considerevolmente la 
complessità delle analisi. 
 
Mutazione in contrazione
Mutazione in espansione
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1.6.3 Genotipizzazione ed errori associati 
 
La scelta dei marcatori microsatellitari può essere effettuata attraverso lo screening 
di libraries genomiche (Zane et al 2002) seguita dal sequenziamento; un altro 
approccio consiste nell'utilizzo di marcatori che sono già stati individuati e testati. Il 
costo iniziale associato all'identificazione, allo screening ed al sequenziamento dei 
loci è ammortizzato in seguito in quanto vengono condivisi dalla comunità 
scientifica. Inoltre, i primer sviluppati in una specie possono essere spesso utilizzati 
in specie affini (i siti di attacco dei primer sono in genere molto conservati). Per 
esempio, circa il 90% dei primer disegnati su bovidi domestici amplificano specie 
di capre selvatiche che distano evolutivamente circa 20 milioni di anni (Maudet et 
al. 2001); queste amplificazioni si definiscono cross-specie o eterologhe. La 
possibilità di successo per una amplificazione eterologa è inversamente 
proporzionale alla distanza evolutiva tra le due specie in questione (Primmer et al. 
1996). 
La procedura di genotipizzazione è rapida e può essere effettuata attraverso 2 
approcci: 
 Il sequenziamento diretto di sequenze nucleotidiche consiste nella processo 
che porta alla determinazione del preciso ordine dei nucleotidi in una 
molecola di DNA. Nonostante le tecniche di sequenziamento stiano 
evolvendo rapidamente ed i costi si stiano abbassando, il sequenziamento non 
è l'approccio routinario. 
 Sequenze uniche conservate che fiancheggiano i microsatelliti sono utilizzate 
per definire i segmenti da amplificare; l'amplificazione avviene attraverso la 
reazione di PCR (Polymerase Chain Reaction). Gli ampliconi ottenuti 
possono essere separati e rilevati utilizzando l'elettroforesi su gel di agarosio 
o acrilammide e il bromuro di etidio come intercalante del DNA; un altro 
modo consiste nell'utilizzo di un sequenziatore e di primer marcati 
radioattivamente o con un fluorocromo, un sistema computerizzato associato 
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al sequenziatore elabora i dati di input e produce un diagramma chiamato 
elettroferogramma. 
 
Un fenomeno ricorrente che può introdurre errori nell’analisi dei microsatelliti 
tramite PCR, è la presenza di alleli nulli. 
Un allele nullo, per definizione, è un qualsiasi allele che, a seguito di amplificazione, 
non raggiunge un livello di concentrazione tale da permettergli di essere rilevato 
(Dakin e Avise, 2004). 
Esistono almeno 3 potenziali cause dell'allele nullo: 
 Ogni primer ha una sequenza complementare ad un specifica sequenza target. 
Varianti della sequenza target possono esistere sia a livello inter-specifico che 
intra-specifico. Esiste quindi la possibilità che il processo di amplificazione 
in certe situazioni sia poco efficace o addirittura inibito. Quindi, una 
potenziale causa di allele nullo è dovuta ad un debole legame del primer al 
template (Primmer et al. 1995). 
 La natura competitiva del processo di amplificazione durante la reazione di 
PCR può comportare che differenti varianti alleliche siano amplificate con 
diversa efficienza: alleli corti spesso sono amplificati meglio rispetto ad alleli 
lunghi (Wattier et al. 1998). 
 Un problema insidioso che si può presentare soprattutto quando la 
genotipizzazione viene condotta su campioni ricavati in modo non invasivo è 
che la quantità di DNA target disponibile per la genotipizzazione sia molto 
bassa (nell'ordine di pochi picogrammi). In queste particolari condizioni un 
solo allele di un individuo eterozigote può essere rilevato; vengono così 
prodotti falsi omozigoti. Questa tipologia di errore può essere spiegata con la 
casualità del campionamento: quando si pipetta in un estratto di DNA molto 
diluito, a volte solo uno dei due è pipettato quindi amplificato ed infine 
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rilevato. Un modello matematico è stato sviluppato per stimare la probabilità 
di ottenere una genotipizzazione corretta in funzione della quantità di DNA 
disponibile. Secondo questo modello, la probabilità di ottenere un genotipo 
corretto nel 99% dei casi richiede una quantità di DNA templato 
corrispondente a 8U (contenuto di DNA di otto cellule diploidi), che nel caso 
di un primate corrisponde a circa 56 pg di DNA. Inoltre, la probabilità del 
99% di ottenere un prodotto di PCR (es: solo uno o entrambi gli alleli di un 
individuo eterozigote) richiede 2,4 U. E' quindi possibile definire un intervallo 
compreso tra 2,4U e 8U, all'interno del quale è probabile ottenere un risultato 
ma sbagliato (figura 12) (Taberlet et al.1999). 
 
 
Figura 12  Risultato della simulazione della genotipizzazione di un individuo eterozigote 
 
L'allele falso è un allele che è stato genotipizzato male. La causa può essere ancora 
una volta dovuta al meccanismo del replication slippage.  Un evento di replication 
slippage che avviene durante il primo o i primi cicli di PCR comporta la formazione 
di un amplicone (artefatto) che può essere amplificato approssimativamente della 
stessa quantità rispetto alla sequenza target. Generalmente si riesce a individuare 
PCR 
Genotipizzazione corretta 
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questo tipo di artefatto in quanto i picchi dell'elettroferogramma che precedono 
l'allele vero sono più bassi del picco corrispondente all'amplicone target.  
 
1.6.4 Importanza dei microsatelliti per la conservazione 
 
Il recente sviluppo di nuove tipologie di marcatori genetici (p.e. Single Nucleotide 
Polimorphism e gli Amplified Fragment Lenght Polymorphism) e di nuovi approcci 
di genotipizzazione (p.e. sequenziamento) potrebbe far declinare l'utilità dei 
microsatelliti nella genetica di conservazione. Ciò nonostante alcune caratteristiche 
di questi elementi li rendono ancora uno strumento efficace: 
Le caratteristiche che rendono utile questo marcatore sono: 
 Il costo di genotipizzazione basso. 
 Genotipizzazione veloce. 
 I marcatori sono codominanti, per cui, il riconoscimento di individui 
eterozigoti è attuabile. 
 I marcatori sono molto variabili (10-5- 10-2 eventi per locus per generazione, 
nei mammiferi), la velocità evolutiva che li caratterizza permette di studiare 
anche piccole popolazioni di specie a rischio di estinzione (p.e. orsi polari, 
ghepardi) 
 L'alta riproducibilità rispetto ad altri marcatori diffusi in conservazione 
genetica come i RFLP e AFLP. 
 
I microsatelliti costituiscono spesso lo strumento di base per caratterizzare la 
diversità e la struttura genetica di una specie (Balloux e Moulin, 2002).  
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La classe dei mammiferi, in particolare, è stata oggetto di molti studi che hanno 
avuto come obiettivo primario quello di misurare la diversità genetica (Garner et al. 
2005). 
Tra le proscimmie, i microsatelliti sono stati usati su varie specie come Microcebus 
sp. per stimare l’erosione genetica in popolazioni frammentate (Olivieri et al. 2008). 
Studi su Propithecus verreauxi hanno invece permesso di caratterizzare la struttura 
sociale (Lawler et al. 2003). E’ stata anche identificata la diversità genetica presente 
in tre popolazioni di E. cinereiceps, specie sorella di E. collaris, che si trovano in 
diverse foreste del sud-est del Madagascar (Brenneman, 2011). Sempre riguardo E. 
cinereiceps, è stata stimata la diversità genetica di una popolazione della foresta di 
Vevembe (Tokiniaina et al. 2009). In fine, in uno studio che interessa E. collaris è 
stata caratterizzata la diversità genetica che sussiste tra popolazioni dislocate in tre 
foreste (Ranaivoarisoa et al. 2010). 
Questi marcatori sono stati utilizzati nella risoluzione di problematiche inerenti il 
fenomeno dell'ibridazione; è stata per esempio individuata una zona di ibridazione 
tra E. fulvus e E. cinereiceps (Wyner et al. 2002). 
 
1.7 Obiettivi 
 
Il lemure dal collare, Eulemur collaris, è una specie indicata come Endangered dall’ 
“International Union for Conservation of Nature” (IUCN) ed è stata inserita 
recentemente nell’IUCN Lemur Action Plan tra le specie su cui direzionare i piani 
di conservazione nei prossimi anni (Schwitzer et al. 2013). Come visto nei paragrafi 
precedenti, in parte del suo areale di distribuzione (le foreste litorali del Sud-Est del 
Madagascar), la specie è minacciata da una estrema frammentazione dell’habitat che 
ha comportato la riduzione a piccole popolazioni (Ganzhorn et al. 2007). Nonostante 
diversi studi eco-etologici abbiano interessato queste popolazioni indicandone la 
flessibilità (Donati et al. 2007, 2011), non sono state mai effettuate indagini 
genetiche. 
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L’obiettivo generale della tesi è affiancare gli strumenti dell’indagine genetica agli 
studi sul campo in modo che dalla sinergia dei due tipi di dati si possa ottenere un 
quadro più chiaro dell’evoluzione e dello stato attuale delle popolazioni di E. 
collaris.  
In particolare, l’uso combinato di diverse tipologie di marcatori genetici sarà di aiuto 
per: 
 Quantificare le variazioni nel tempo della popolazione traslocata di Mandena 
(studio diacronico). 
 Misurare la diversità genetica della popolazione di Mandena rispetto a 
popolazioni localizzate in foreste primarie (studio sincronico). 
 Chiarire l’esistenza ed eventualmente la provenienza di flussi genici. 
I risultati finali forniranno indicazioni più precise sulle potenzialità di resistenza e 
resilienza della specie e saranno utili ad orientare le politiche di conservazione in 
atto. 
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2. Materiali e Metodi 
 
2.1 Campionamenti 
 
I campionamenti sono stati effettuati in 4 foreste del Sud-Est del Madagascar: nella 
foresta di Mandena, in quella di Nahampoana e in 2 regioni della foresta di 
Tsitongambarika (figura 13).  
 La foresta di Mandena è mediamente degradata e inclusa in una zona di 
conservazione; si trova ad una altitudine di 0-20 m sul livello del mare, 11 km 
a Nord di Fort Dauphin. Si tratta di una foresta costiera che cresce su terreni 
sabbiosi poco consolidati. Nello specifico i campionamenti sono stati 
effettuati in 2 frammenti di foresta di circa 70 ha ognuno: M15 e M16; 
entrambi i frammenti sono circondati da zone paludose.  
I campionamenti sono stati effettuati in 4 diversi anni: 2000, 2004, 2008 e 
2011. I campionamenti del 2000 e 2004 consistono di tessuto (cartilagine e 
derma) mentre i campioni del 2008 e 2011 sono fecali. Nello specifico, la 
tabella 1 riporta il numero di campioni genotipizzati per il mtDNA e per i 
microsatelliti. 
 
Mandena 
Tipologia di marcatore\Anno 2000 2004 2008 2011 
STR 14 (50%) 10(40%) 9(100%) 11(65%) 
MtDNA 11(39%) 11(44%) 6(67%) 12(70%) 
Tabella 1 Numero di campioni genotipizzati per anno, per tipologia di marcatore a Mandena; la 
percentuale tra parentesi indica la rappresentatività del campionamento. 
 Nahampoana è una riserva accessibile al pubblico di circa 50 ha dislocata 2 
km a Sud-Ovest di Mandena; la posizione di questo frammento di foresta, a 
metà strada tra Mandena e la foresta di Tsitongambarika, la rende un 
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potenziale corridoio tra i due habitat. Quattro campioni di feci sono stati 
campionati nel 2008 (tabella 2). 
 
Nahampoana 
Tipologia di marcatore\Anno 2008 
MtDNA 4 
Tabella 2 Numero di campioni genotipizzati per anno, per tipologia di marcatore a Nahampoana. 
 
 La foresta di Tsitongambarika ha una estensione di 60509 ha e si trova circa 
9 km a Nord di Fort Dauphin. Si tratta di una densa foresta tropicale distribuita 
ad una altitudine variabile compresa tra 100 m e 1100 m sul livello del mare. 
La foresta è interamente dislocata su un massiccio montuoso, costituito a sua 
volta da una serie di catene montuose.  
I nostri campionamenti sono stati effettuati in 2 zone della foresta identificate 
dalle sigle TGK1 (Tsitongmbarika-1) e TGK3 (Tsitongambarika-3), dislocate 
rispettivamente all'estremità Sud e Nord della foresta stessa. Sette campioni 
di feci sono stati prelevati nel 2011 nell’area TGK1 (tabella 3); 9 campioni di 
feci sono stati prelevati nel 2012 dall’area TGK3 (tabella 4). 
 
TGK1 
Tipologia di marcatore\Anno 2011 
STR 4 
MtDNA 7 
Tabella 3 Numero di campioni genotipizzati per anno, per tipologia di marcatore nell’area TGK1 di 
Tsitongambarika. 
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TGK3 
Tipologia di marcatore\Anno 2012 
STR 9 
MtDNA 8 
Tabella 4 Numero di campioni genotipizzati per anno, per tipologia di marcatore nell’area TGK3 di 
Tsitongambarika. 
 
La figura 13 mostra la distribuzione spaziale delle foreste dalle quali sono stati 
prelevati i campioni. 
 
Figura 13 Cartina che mostra, con i segnaposto gialli, le aree di campionamento; Na = Nahampoana, 
Man = Mandena, TGK1= Tsitongambarika-1; TGK3=Tsitongambarika-3; (Google Earth). 
 
5km
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Tutti i campioni (feci e ear clips) sono stati raccolti da animali diversi, conservati in 
capsule sterili con tappo a vite contenenti etanolo al 96% fino al campo-base, dove 
sono stati alloggiati in frigoriferi a +8 °C; sono quindi rimasti in queste condizioni 
per un tempo variabile tra alcune settimane e 5 mesi; dopodiché sono stati disposti 
in congelatori a -20°C. 
 
2.2 Estrazione 
 
L’estrazione del DNA dai campioni di ear clips è stata effettuata con il “QIAamp 
DNA Mini Kit” (figura 14), nel particolare, è stato eseguito il protocollo per estrarre 
da tessuto. 
 
 
Figura 14 Reagenti del “QIAamp DNA Mini Kit” (Quiagen official website). 
 
I campioni del 2008 e 2011 provenienti da Mandena, quelli del 2011 provenienti da 
TGK1 e quelli del 2012 provenienti da TGK3 consistono infatti in resti fecali; hanno 
quindi subito un processo di estrazione con un apposito kit: “QIAamp DNA Stool 
Mini Kit” (Qiagen) (figura 15). 
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Figura 15 Reagenti del “QIAamp DNA Stool Mini Kit” (Quiagen official website). 
  
Per ogni campione, conservato in una soluzione di etanolo, sono state prelevate 180-
220 mg di feci. Sono state finemente tagliate e lasciate 10-15 minuti esposte all’aria 
a temperatura ambiente per facilitare il processo di evaporazione dell’etanolo. Dopo 
la fase di evaporazione è stato seguito il protocollo proposto dal Kit; la fase di 
eluizione del DNA è avvenuta utilizzando 50 μl di “Eluition buffer”. La soluzione 
finale, costituita da “Elution buffer” e DNA viene conservata in congelatore a -20°C. 
 
2.3 Caratterizzazione della regione ipervariabile del 
DNA mitocondriale (D-loop) 
 
2.3.1 Amplificazione e sequenziamento della regione 
ipervariabile del DNA mitocondriale (D-loop) 
 
Le analisi di laboratorio sono state effettuate in collaborazione con l’Università di 
Oxford (UK). Trecentoventi bp della regione ipervariabile HVR1 del DNA 
mitocondriale sono state amplificate con il kit “Qiagen Multiplex PCR kit” (Qiagen) 
e i primer utilizzati (Wyner et al 2002) sono: 
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 LEMUR_L_FW (5'-TCGTGCATTATGTGCCTTTC-3')  
 LEMUR_L_REV (5'-ATGGGCGTAGAGCAAGAAGA-3')  
 
Il programma di PCR utilizzato è mostrato in tabella 5. 
 
Attivazione Hot-Start 15'   95°C 
Cicli 
Denaturazione Annealing Estensione Numero di cicli 
30"  94°C 1':30"  57°C 1'  72°C 35 
Allungamento finale 10'  72°C 
Final hold 8°C  ∞ 
Tabella 5. Programma di PCR 
 
Gli amplificati sono stati purificati utilizzando il kit “GenEluteTM PCR Clean-Up 
Kit” (Sigma, USA). 
I campioni amplificati e purificati a Pisa sono stati sequenziati presso la Macrogen 
Europe (Amsterdam - Olanda); i campioni di Oxford sono stati sequenziati in sede 
con il sequenziatore “ABI 3730x1 Genetic Analyser (Applied Biosystems)”. “DNA 
Aligment 1.2.0.0” e “BioEdit 7.1.3” sono stati utilizzati per l’allineamento alla 
sequenza di riferimento di E. collaris (Wyner et al. 2002) 
 
2.3.2 Elaborazione statistica mtDNA 
 
Due tipi di elaborazioni inerenti il mtDNA sono state attuate. La prima riguarda 
alcuni indici di diversità calcolati tramite il programma “Arlequin” ver. 3.5.1.3. 
(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/), la seconda riguarda il calcolo della 
probabilità dell’evento migratorio che interessa la foresta di Mandena. 
1. Gli indici di diversità utilizzati sono stati: 
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 “Gene diversity” o “Average diversity” o “Haplotype diversity”: probabilità 
che 2 aplotipi estratti casualmente siano differenti. 
[n/(n-1) ] ∙ [1-Σki=1  x2i] 
xi = frequenza dell’aplotipo i; 
n = numero di aplotipi 
k = numero di aplotipi differenti 
  
 Nucleotide diversity (π) = [Σkj=1 Σki=1 xi xj dij]/ L 
xi = frequenza dell’aplotipo i; 
xj = frequenza dell’aplotipo j; 
dij = numero di differenze tra l’aplotipo i e j. 
L = numero di loci per aplotipo (numero di bp) 
k = numero di aplotipi differenti 
 Mean Pairwise Difference (K): numero medio di differenze tra tutte le coppie 
di aplotipi. 
[n/(n-1)] [Σkj=1  Σki=1 xi xj dij] 
xi = frequenza dell’aplotipo i; 
xj = frequenza dell’aplotipo j; 
dij = numero di differenze tra l’aplotipo i e j; 
n = numero di aplotipi; 
k = numero di aplotipi differenti 
 
 
2. La probabilità dell’evento migratorio che ha interessato il frammento di 
Mandena tra il 2004 e il 2008 è stata calcolata tramite la teoria del calcolo 
combinatorio.  
Sappiamo che avendo N elementi totali (N = a + b) con a = numero di elementi 
di tipologia α e b = numero di elementi di tipologia β, campionando n 
elementi, la probabilità che tutti gli elementi campionati appartengano alla 
tipologia α è data dal rapporto tra casi favorevoli e casi totali dove: 
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Casi favorevoli: a! / [(a – n)! x n!] 
 
Casi totali: N! / [(N – n)! x n!] 
 
Probabilità: a! / [(a – n)! x n!] / N! / [(N – n)! x n!] 
 
2.4 Caratterizzazione dei microsatelliti (STR) 
 
2.4.1 Scelta dei loci 
 
Su un totale di 30 sistemi STR autosomici originariamente isolati e testati in 2 specie 
affini a quella oggetto del nostro studio (E. cinereiceps e E. fulvus) (Jekielek et al. 
1999; Tokiniana et al. 2009) sono stati selezionati 8 loci sulla base dei seguenti 
parametri: 
 PIC (polymorphism information content) value > di 0,644. Il PIC è un indice 
che identifica la capacità di un marcatore di discriminare un polimorfismo; il 
valore di questo indice dipende dalla quantità di alleli rilevabili e dalla loro 
frequenza. I valore del PIC varia tra 0 e 1; 0 indica un marcatore non 
informativo mentre il valore di 1 rappresenta il massimo grado di informatività. 
E’ definibile come la probabilità che 2 alleli appartenenti ad un locus, estratti 
casualmente siano differenti. 
 
PICj = 1-Σki=1 x2i  
 
Xi = frequenza dell’allele i al locus j. 
K = numero di copie del gene. 
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 Bassa complessità del modulo di ripetizione. Moduli di ripetizione semplici 
sono solitamente più facilmente caratterizzabili rispetto a moduli complessi, 
nei quali la presenza di più moduli di ripetizione rende maggiore la probabilità 
che sequenze diverse possano corrispondere ad una stessa lunghezza finale e 
che quindi la variazione sia sottostimata. 
 
2.4.2 Disegno e caratteristiche dei primer 
 
Sono stati selezionati primer diversi rispetto a quelli utilizzati in letteratura. I primer 
sono stati disegnati sulla base di una scelta metodologica effettuata a priori: 
effettuare reazioni di PCR in multiplex. E’ stato deciso di allestire 2 multiplex, 
ciascuna delle quali costituita da 4 loci.  
Utilizzando un software “Primer3Web” (http://primer3.ut.ee/) è stato possibile 
individuare una serie di primer che soddisfacevano i parametri da noi scelti e forniti 
al software stesso come input; i parametri di input scelti arbitrariamente sono: 
 Temperatura di melting dei primer. 
 % del contenuto in GC. 
 Lunghezza dei primer. 
 Regioni da includere/escludere nella sequenza oggetto di amplificazione. 
 
Sono stati quindi selezionati quei primer che ci hanno permesso la costituzione di 2 
PCR multiplex. I primer che costituiscono ciascuna delle 2 multiplex dovranno 
sostanzialmente possedere temperature di melting simili (Tm); questa condizione è 
necessaria affinché non si verifichino amplificazioni sbilanciate: alcuni loci 
amplificati più efficacemente di altri.  
E’ stato necessario a questo punto verificare la complementarità dei primer con altre 
sequenze, principalmente umane e batteriche, per evitare appaiamenti aspecifici dei 
primer. Per tale verifica è stato utilizzato “BLAST” (Basic Local Alignment Search 
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Tool), un software fornito da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); nello specifico 
è stata effettuata una selezione volta a scartare quei primer che presentavano una 
similarità superiore all’80% con sequenze di organismi potenzialmente 
amplificabili: sequenze non target di E. collaris, sequenze di H. sapiens e sequenze 
di batteri. Un ulteriore accorgimento è stato eseguito in situazioni in cui la 
percentuale di similarità dei primer con sequenze aspecifiche era prossima all’80 %: 
è stato analizzato l’allineamento per valutare la distribuzione dei mismatch; 
particolare attenzione è stata posta alla porzione di sequenza complementare al 3’ 
del primer in quanto l’efficienza della polimerizzazione dipende molto da questa 
regione: poche bp al 3’ sono sufficienti per l’attacco della polimerasi. 
2 problemi che possono essere molto insidiosi riguardano strettamente i primer:  
 I primer possono formare strutture secondarie che riducono la complementarità 
del primer stesso con la sequenza target, l’amplificazione può quindi essere 
ridotta o inibita.  
 L’appaiamento tra primer denominato dimerizzazione comporta una reazione 
di amplificazione di una breve sequenza derivata dal parziale allineamento 
entro e/o tra i primer di ciascuna multiplex. 
 
Per ovviare a queste 2 problematiche è stato utilizzato un software chiamato 
“Autodimer” (http://yellow.nist.gov:8444/dnaAnalysis/primerToolsPage.do) che 
predice l’eventuale appaiamento tra primer e la formazione di strutture secondarie 
che possono compromettere l’attività di polimerizzazione.  
I primer sono stati inoltre marcati all’estremità 5’ con 2 fluorocromi differenti per 
poter analizzare contemporaneamente più loci. 
Il fluorocromo JOE è caratterizzato da una emissione elettromagnetica di lunghezza 
d’onda di 548 nm; il fluoro cromo FAM è invece caratterizzato da una lunghezza 
d’onda di 520 nm.  
Sono state disegnate 8 coppie di primer a partire da sequenze caratterizzate in 
organismi affini a E. collaris: E. fulvus rufus e E. cinereiceps. I primer sono stati 
disegnati sulla base di una scelta metodologica effettuata a priori: effettuare reazioni 
46 
 
di PCR in multiplex. Sono state quindi allestite 2 multiplex, ciascuna delle quali 
costituita da 4 loci. Le tabelle 6 e 7 rappresentano le 2 multiplex di PCR. 
 
 
Locus 
Fluoro-
cromo 
Sequenza primer (5’–3’) 
Lunghezza 
primer (bp) 
Motivo 
ripetuto 
Tm(°C) 
Lunghezza 
prodotto 
di PCR 
(bp) 
104HDZ109 
JOE F: ACAGTACATGCACGTTCACAA 21 
(CA)14 
58,6 
128 
 R: CCTGAGTTCAAGTTATGGATTG 23 56,4 
104HDZ127 
JOE F: AACATCAATGTACCTACTGTGTGC 24 
(GT)4 CA(TG)2 
CCC(GT)13 
59 
116 
 R: TCGTGGACACTCTGCAGTC 19 59,9 
Efr08 
FAM F: GTATGAAATGTCACAGCCA 19 (AT)16 GTAT 
(GT)8 
53,5 
116 
 R: AATAAATATGCATTTGAGGAATC 23 51,2 
Efr37 
FAM F: GTAGCTGCACACCCACATT 19 (TG)3 (AT)2 
(GT)9 
58,6 
206 
 R: TTGGGTCTTTATGTCCAAAGTT 22 55,8 
Tabella 6 Quattro loci STR che costituiscono una multiplex, sono indicati alcuni parametri che 
caratterizzano i primer: sequenza primer, motivo ripetuto, Tm = temperatura di melting e lunghezza 
del prodotto di PCR. 
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Locus 
Fluoro-
cromo 
Prime sequence (5'–3') 
Lunghezza 
primer 
(bp) 
Motivo 
ripetuto 
Tm (°C) 
Lunghezza 
del 
prodotto 
di PCR 
104HDZ13
2 
FAM F: TAGGAAAGGGGCTATCCAAGTATG 24 (CA)15 CG 
(CA)3 
59,1 
172 
 R: GAAAATGAAGCAACACATCCTGC 23 59,2 
104HDZ22
4 
FAM F: CCCACAAAGCACATTAGAATCATTTT 26 
(GT)12 
58,6 
127 
 R: GCAGGAAGTCTCACACAGGAC 21 60,8 
104HDZ9 
JOE F: GGACCATCAGTGTAATAGTGACTGC 25 
(GT)15 
60,8 
202 
 R: CAGATGATTATTTCCCTCCCACATTC 26 59,2 
104HDZ17
0 
JOE F: TGAAGGCTTGACTATTTGAGGTGA 24 
(CA)11 
59,6 
145 
 R: CCCAGGCCAGTTGACACTTA 20 61,4 
Tabella 7 Quattro loci STR che costituiscono una multiplex, sono indicati alcuni parametri che 
caratterizzano i primers: sequenza primer, motivo ripetuto, Tm = temperatura di melting e lunghezza 
del prodotto di PCR. 
 
2.4.4 PCR: ottimizzazione del protocollo 
 
PCR è un acronimo che sta per Polymerase Chain Reaction; la tecnica di PCR è stata 
messa a punto nel 1983 ed è stata ideata da K. B. Mullis, il quale ottenne per questo 
il premio Nobel per la chimica nel 1993.  
Consiste in una reazione enzimatica attraverso la quale, partendo da un numero 
limitato di molecole di interesse (templato), avviene un processo di amplificazione; 
il risultato di questo processo sono centinaia di milioni di copie della sequenza di 
DNA di interesse. Il numero di copie di DNA sintetizzato si ricava dalla formula:  
 
Y = A (1+E)ⁿ 
dove:  
Y = DNA prodotto dopo n cicli  
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A= quantità iniziale di molecole target di DNA presente  
n = numero di cicli di PCR effettuati  
E = efficienza dell’amplificazione (generalmente compresa tra 0,7 e 0,8). 
 
E’ stata attuata una strategia per aumentare la specificità della reazione: la 
“Touchdown PCR”. Consiste in un particolare programma di PCR utilizzato per 
evitare gli effetti del legame non specifico dei primer. La temperatura di annealing 
dei primi cicli di PCR è alta, questa condizione permette legami dei primer molto 
specifici ma una bassa efficienza di amplificazione; una volta che le prime molecole 
di template si sono formate la temperatura viene abbassata (tipicamente di alcuni 
gradi) per aumentare l’efficienza della reazione nei cicli successivi. 
La PCR è stata effettuata con il termociclatore “Euroclone One – Personal Thermal 
cycler”.  Le condizioni di PCR nel dettaglio sono riportate in tabella 8. 
                                                                                    
Attivazione Hot-Start 15'   95°C 
 Denaturazione Annealing Estensione Numero di cicli 
Touchdown 30"  94°C 1':30"  59°C 1'  72°C 2 
Ciclo 30"  94°C 1':30"  57°C 1'  72°C 28 
Allungamento finale 30'  60°C 
Final hold 8°C  ∞ 
Tabella 8 Programma di PCR. 
 
Nelle prime fasi delle analisi di laboratorio si è cercato di massimizzare l’efficacia 
delle amplificazioni. Sono stati sostanzialmente analizzati 2 parametri: 
 L’utilizzo di un kit di estrazione “QIAGEN Multiplex PCR Kit”. 
 La quantità di estratto di DNA da utilizzare durante il protocollo di 
genotipizzazione. 
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2.4.4.1 Utilizzo del kit 
 
Sono state effettuate reazioni con un kit “QIAGEN Multiplex PCR Kit” (Qiagen 
official website) messo a punto per ottimizzare la resa e la specificità delle reazioni 
di PCR in multiplex.  
Il kit è costituito dai seguenti reagenti: 
 Il “Multiplex PCR Buffer” è composto da una soluzione denominata “Factor 
MP”, che ha la proprietà di incrementare la concentrazione dei primer in 
prossimità del templato e di stabilizzare il legame dei primer stessi al templato; 
sono inoltre presenti concentrazioni bilanciate di KCl e (NH4)2SO4 che 
permettono condizioni di annealing dei primer al template molto stringenti, 
inibendo così la formazione di legami aspecifici. Fa parte inoltre del “Multiplex 
PCR Buffer” la polimerasi “HotStartTaq DNA polymease”, lo ione MgCl2 e i 
dNTP. La “HotStart Taq Polymerase” utilizzata è una forma modificata di una 
classica Taq polimerasi; la peculiarità che la caratterizza consiste nell’essere 
inattiva a temperatura ambiente; questo, quindi, previene l’annealing e quindi 
l’estensione non specifica dei primer a temperatura ambiente (durante le fasi di 
preparazione della reazione di PCR stessa). Quindici minuti a 95°C sono 
sufficienti per attivare questo enzima.  
 La soluzione “Q-solution” inibisce la formazione di strutture secondarie in 
sequenze ricche in G e C agevolando una amplificazione ottimale. Il 
meccanismo molecolare non è reso noto dalla Qiagen in quanto coperto da 
copyright.  
 Acqua DNAse free. 
 
Le reazioni di PCR effettuate con l’ausilio del kit hanno un volume totale di 25 μl 
per provetta. I volumi dei reagenti utilizzati sono 12, 5 μl di “Multiplex PCR Buffer”; 
2,5 di Primer mix la cui concentrazione dei singoli primer è 2 μM; sono stati inoltre 
utilizzati tipicamente 5 μl di DNA nel caso di campione fecale e 1 μl nel caso di 
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campioni da ear clips; è stata infine aggiunta acqua sino a raggiungere il volume 
richiesto per la reazione di PCR (25 μl). Non è stata utilizzata la Q-solution. 
 
Sono state effettuate anche delle prove di Multiplex PCR senza l’utilizzo del kit; in 
questo caso il volume complessivo della reazione di PCR è 25 μl. I volumi dei 
reagenti utilizzati sono 8,7 μl di acqua sterile; 0,3 μl di EuroTaq (una polimerasi hot-
start); 2,5 μl di soluzione buffer 10X; 4 μl di dNTP (deosiribonucleotidi); 2 μl di 
MgCl2; sono stati inoltre utilizzati tipicamente 5 μl di DNA nel caso di campione 
fecale e 1 μl nel caso di campioni da ear clips. 
 
Le condizioni di PCR adottate sono state le stesse sia con l’utilizzo del kit che senza 
e sono riportate in tabella 8. 
 
2.4.4.2 Quantità di DNA 
 
La scelta del volume di DNA di estratto di DNA da utilizzare durante la procedura 
di genotipizzazione è ovviamente relazionata alla qualità ed alla quantità di DNA di 
un estratto; si tratta di un parametro delicato: poche copie di DNA template rischiano 
di non essere amplificate e quindi rilevate, viceversa un DNA troppo concentrato 
può rendere l’interpretazione dei dati confusa.  
Considerando il DNA proveniente da campioni fecali sono stati valutati 3 differenti 
protocolli (tabella 9) secondo i quali 2, 5 e 10 μl di estratto di DNA sono stati 
aggiunti alla reazione di PCR. Non sono state effettuate diluizioni del prodotto di 
PCR.  
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DNA estratto da feci 
Quantità di estratto di DNA aggiunto al volume di PCR(μl) 
2μl 5μl 10μl 
Tabella 9 I 3 protocolli confrontati si diversificano per quantità diverse di estratto di DNA 
aggiunte alla reazione di PCR 
 
2.4.5 Elettroforesi capillare 
 
Ottenuti gli amplificati dei loci di interesse, i campioni sono stati preparati per 
l’elettroforesi capillare. Il volume di reazione è di 15 μl; la soluzione nello specifico 
è costituita da 13,8 μl di Formammide, 0,2 di “GeneScan 400 ROX” e 1 μl di 
amplificato. 
La formammide è un liquido incolore con un lieve odore di ammoniaca la cui 
propietà di interesse è quella di favorire lo stato denaturato del DNA. La soluzione 
“GeneScan 400 ROX” detta anche semplicemente ROX è uno standard di 
lunghezza; è quindi utile per identificare la lunghezza dei frammenti di interesse; 
consiste di 21 frammenti marcati, di lunghezza nota variabile da 50 bp a 400 bp. 
Una volta che la soluzione di 15 μl è stata preparata i campioni sono stati posti in 
una incubatrice a 95°C per 3 minuti, in queste condizioni avviene la denaturazione; 
una volta avvenuto il raffreddamento i campioni possono ritenersi pronti per l’analisi 
con l’elettroforesi capillare. 
L’elettroforesi capillare è una tecnica utilizzata per separarare differenti specie 
ioniche; è stato utilizzato uno strumento chiamato “ABI PRISM 310 Genetic 
analyzer” della azienda produttrice “Applied Biosystem”. I componenti principali di 
questo strumento, come mostrato nella Figura 16, sono un capillare, una fiala 
contente il campione di interesse, una fiala sorgente ed una di destinazione, degli 
elettrodi, un generatore di tensione, un sensore rivelatore ed un sistema informatico 
di rilevazione dei dati; la fiala sorgente, quella di arrivo ed il capillare sono riempiti 
con un elettrolita. 
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Figura 16 Componenti principali di un Elettroforesi capillare. 
 
Il capillare viene inizialmente riempito con un polimero (POP4), la cui funzione è 
quella di determinare una viscosità all’interno del capillare che permetta una 
discriminazione dei frammenti ottimale. Il capillare viene introdotto nella fiala 
contenete il campione; per capillarità parte del DNA del campione entra nel 
capillare; il capillare è quindi inserito nella fiala sorgente ad una estremità, in quella 
di destinazione all’altra estremità. Viene applicata una differenza di potenziale tra le 
2 fiale che causa la formazione di un flusso elettrosmotico; i frammenti di DNA che 
possono essere considerati semplicemente come specie ioniche, migrano nel 
capillare con velocità direttamente proporzionale alla carica ionica ed inversamente 
proporzionale alla forza di attrito che sussiste tra le molecole di DNA e il buffer 
elettrolita in cui si trovano immerse. Un sensore rileva il passaggio dei frammenti di 
DNA ed invia i dati ad un sistema computerizzato il quale li analizza grazie al 
software “GeneScan Analysis”; i dati vengono rappresentati come un 
elettroferogramma (Figura 17 e 18). L’elettroferogramma è un grafico a 2 assi: in 
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ascissa troviamo il tempo che è proporzionale alla lunghezza dei frammenti 
analizzati, in ordinata l’intensità di emissione dei fluorocromi legati ai frammenti di 
DNA in unità di fluorescenza (uf). L’elettroferogramma presenta quindi una serie di 
picchi di differente colore in funzione del fluorocromo. Per questioni legati 
all’interpretazione dei dati possono essere utilizzati dei filtri che evidenziano 
soltanto alcune lunghezze d’onda, rendendo così molto più pulito 
l’elettroferogramma stesso. 
Le figure 17 e 18 mostrano l’elettroferogramma delle multiplex riportate 
rispettivamente nelle tabelle 6 e 7. 
 
 
Figura 17 Elettroferogramma della multiplex mostrata in tabella 6; il fluorocromo blu (FAM) si 
riferisce ai loci Efr8 (112,04 – 130,34) e Efr37 (199,76 – 201,83); il fluorocromo verde (JOE) si riferisce 
ai loci 104HDZ109 (114,52 omozigote) e 104 HDZ127 (200,12 – 206,39) 
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Figura 18 Elettroferogramma della multiplex mostrata in tabella 7; il fluorocromo blu (FAM) si 
riferisce ai loci 104HDZ224 (130,26 omozigote) e 104HDZ132 (167,62 –173,56);il fluorocromo verde 
(JOE) si riferisce ai loci 104HDZ170 (154,36 omozigote) e 104 HDZ9 (197,18 – 203,42). 
 
2.4.6 Elaborazione statistica STR 
 
La elaborazione statistica inerente i marcatori STR si è basata su alcuni indici di 
diversità che hanno permesso di stimare la diversità genetica in/tra le popolazioni. 
I valori di eterozigosità attesa e osservata e i valori di PIC (Polymorphic Information 
Content) sono stati calcolati con un software fatto in casa. 
Il software “Genepop” (http://genepop.curtin.edu.au/) ha permesso di calcolare, 
attraverso il test esatto di Fisher la significatività delle differenze tra le distribuzioni 
alleliche delle varie popolazioni. Il test esatto di Fisher, come il Chi-quadrato e il 
test esatto G, verifica l’ipotesi dell’indipendenza di 2 variabili aleatorie. Quando 
vengono considerati campioni piccoli, o quando il numero di osservazioni per 
ciascun carattere è inferiore a 5 il test di Fisher è più preciso sia del test esatto G che 
del test Chi-quadrato.  
Il programma “Arlequin” ver. 3.5.1.3. (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/) è 
stato impiegato per calcolare la nucleotide diversity, la gene diversity e la analysis of 
molecular variance (AMOVA). 
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 La nucleotide diversity o average gene diversity over L loci è definita come la 
probabilità che 2 siti omologhi siano differenti.  
 
 Nucleotide diversity (π) = [Σkj=1 Σki=1 xi xj dij]/ L 
 
xi = frequenza dell’aplotipo i; 
xj = frequenza dell’aplotipo j; 
dij = numero di differenze tra l’aplotipo i e j; 
L = numero di loci per aplotipo (numero di bp); 
k = numero di aplotipi differenti 
 
 “Gene diversity” o “Average diversity” o “Haplotype diversity”: probabilità 
che 2 aplotipi estratti casualmente siano differenti. 
 
[n/(n-1) ] [1-Σki=1  x2i] 
 
k= numero di aplotipi differenti 
xi = frequenza dell’aplotipo i; 
n = numero di alleli 
 
 L’AMOVA è una metodo per stimare la differenziazione tra popolazioni 
direttamente dalla analisi di dati molecolari come sequenze nucleotidiche o 
marcatori come RFLP e STR. 
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3. Risultati 
 
3.1 DNA mitocondriale 
 
3.1.1 Mandena: studio diacronico 
 
Sono state analizzate 320 bp appartenenti alla regione HVR1 del D-loop 
mitocondriale. Uno studio nel tempo è stato effettuato nella foresta di Mandena; lo 
studio ha preso in considerazione campioni del 2000, 2004, 2008 e 2011.  
Ogni sequenza mitocondriale è stata confrontata con una sequenza di riferimento: 
HT1 o CRS (Control Reference Sequence). Sono stati osservati solo due aplotipi: 
HT1 e HT2 (vedi Tabella 10 e Figura 19). Quest’ultimo è identificabile per la 
presenza di 6 varianti rispetto alla CRS ai siti 164, 167, 209, 297, 309, 351. 
 
Foresta n 
HT1: CRS HT2: 164, 167, 209, 297, 309, 351 
Tutti Maschi Femmine Tutti Maschi Femmine 
Mandena  
(2011) 
13 0 0 0 13 8 5 
Mandena  
(2008) 
6 2 1 1 4 2 2 
Mandena  
(2004) 
11 0 0 0 11 5 6 
Mandena  
(2000) 
11 0 0 0 11 7 4 
 
Tabella 10 Distribuzione degli aplotipi HT1 e HT2 tra gli individui nella foresta di Mandena in 
campionamenti avvenuti in 4 diversi anni. n = numero di individui.  
57 
 
La figura 19 evidenzia che la popolazione di Mandena nel 2000, 2004 e 2011 
risultava  monomorfica per la presenza del solo aplotipo HT2. Nel 2008 la 
popolazione risulta dimorfica per la presenza di entrambi gli aplotipi: HT1 e HT2. 
 
 
Figura 19 I colori mostrano differenti linee mitocondriali (HT1= blu, HT2= rosso); N = numero di 
individui analizzati; % = rappresentatività degli individui campionati rispetto all’intera popolazione 
stimata. 
 
Quanto osservato suggerisce due ipotesi: 1) un evento di flusso genico tra il 2004 e 
il 2008 a cui è seguita una scomparsa della linea introgressa tra il 2008 e il 2011; 2) 
un dimorfismo “latente” nella popolazione fin dalla traslocazione del 2000 che non 
è stato possibile osservare prima del 2008 a causa della non completa 
rappresentatività del campionamento.   
Per stimare quale delle due ipotesi è la più probabile è opportuno considerare che la 
rappresentatività del campionamento sia nel 2000 che nel 2004 non è totale, per cui 
esiste la possibilità che i 2 aplotipi rilevati nel 2008 siano sempre stati presenti nella 
popolazione e che casualmente non siano stati rilevati né nel 2000 né nel 2004. 
La formula riportata nel paragrafo 2.3.2 permette di calcolare la probabilità che un 
aplotipo HT1 non sia stato rilevato nel 2000. Allo stesso modo è calcolabile la 
probabilità che un aplotipo HT1 non sia stato rilevato nel 2004.  La probabilità 
composta che l’aplotipo, pur essendo presente non sia stato campionato né nel 2000 
né nel 2004, è data dal prodotto della probabilità del 2000 per la probabilità del 2004. 
E’ utile considerare che esiste una probabilità minima e una massima che l’aplotipo 
non sia stato campionato, in quanto tutti gli individui non campionati potrebbero 
possedere l’aplotipo HT1, viceversa, solo 2 di questi (quelli presenti anche nel 2008) 
potrebbe possedere l’aplotipo HT1. 
La tabella 11 mostra i 2 casi limite con le corrispondenti probabilità. 
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2000 2004 
Probabilità 
N = 28 
n = 11 
N = 25 
n = 11 
HT1 HT2 HT1 HT2 
Caso limite 1 b = 2 a = 26 b = 2 a = 23 Massima = 0,109 
Caso limite 2 b = 17 a = 11 b = 14 a = 11 Minima ≈ 10-14 
Tabella 11 Due casi limite individuano una probabilità minima e massima. 
 
In definitiva la probabilità p che l’aplotipo pur essendo presente non sia stato 
rilevato né nel 2000 né nel 2004 è compresa nell’intervallo 10-14 < p > 0,109. 
Quindi la probabilità alternativa P che la presenza dell’aplotipo Ht1 nel 2008 sia 
dovuta a flusso genico (P = 1-p) è compresa nell’intervallo 0,891 < P > 0,999. 
 
Per ogni popolazione di Mandena sono stati riportati, in tabella 12, il numero di 
individui (n) ed alcuni indici di diversità. Dalla tabella risulta complessivamente 
che l’entrata della linea mitocondriale nel 2008 (2 individui, un maschio e una 
femmina) evidenzia un aumento di tutti gli indici di diversità stimati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
59 
 
Pop n A S h ± SD K ± SD π ± SD 
Mandena 
(2000) 
11 1 0 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
Mandena 
(2004) 
11 1 0 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
Mandena 
(2008) 
6 2 6 
0,533 ± 
0,172 
3,200 ± 
1,918 
0,013 ± 
0,009 
Mandena 
(2011) 
13 1 0 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
 
Tabella 12 n = numero di individui; A = numero di sequenze differenti (aplotipi); S = la somma del 
numero di sostituzioni tra tutti gli aplotipi e la sequenza di riferimento; h (haplotype diversity) = 
diversità aplotipica; π (nucleotide diversity) = diversità nucleotidica; K (mean pairwise difference) = 
numero medio di differenze tra tutte le coppie di aplotipi. 
 
3.1.2 Sud-Est del Madagascar: studio sincronico 
 
Sono state analizzate 320 bp appartenenti alla regione HVR1 del D-loop 
mitocondriale. Sono stati analizzati campioni della popolazione di Mandena e di 
popolazioni provenienti da 3 foreste circostanti. I campioni, nello specifico, 
provengono da 2 aree della foresta di Tsitongambarika (Tsitongambarika-1 e 
Tsitongambarika-3) (raccolti tra il 2011 e il 2012), dalla foresta di Nahampoana, 
(raccolti nel 2008) e dalla foresta di Mandena (raccolti nel 2008). Nel confronto è 
stata considerata la popolazione di Mandena del 2008 in quanto è l’unica non 
monomorfica. 
La distribuzione degli aplotipi nelle 4 diverse popolazioni è rappresentata in tabella 
13. 
 
 
 
60 
 
Tabella 13 Distribuzione degli aplotipi HT1, HT2 e HT3 in 4 diverse popolazioni; n = numero di 
individui. 
 
I risultati mostrano che solo HT2 è un aplotipo ubiquitario.  Mandena e Nahampoana 
hanno lo stesso repertorio mentre ci sono forti differenze all’interno della foresta 
pluviale di Tsitongambarika, soprattutto in TGK3, dove è stato individuato un terzo 
aplotipo (HT3) che condivide due varianti con l’aplotipo modale HT2 (figura 20). 
 
 
Popolazioni n 
HT1: CRS 
HT2: 164, 167, 
209, 297, 309, 351 
HT3: 143 209 210 
215 309 
All Males Females All Males Females All Males Females 
Mandena           
(2008) 
6 2 1 1 4 2 2 0 0 0 
Nahampoana             
(2008) 
4 3 2 1 1 0 1 0 0 0 
Tsitongambarika1 
(2011) 
7 0 0 0 7 N.D. N.D. 0 0 0 
Tsitongambarika3 
(2012) 
8 0 0 0 4 0 4 4 N.D. N.D. 
61 
 
 
Figura 20 Distribuzione degli aplotipi in diverse aree del Sud-Est del Madagascar: Nahampoana 
(NA), Mandena (MAN), Tsitongambarika (TGK1 e TGK3); i colori mostrano differenti linee 
mitocondriali (HT1= blu; HT2= rosso; HT3= verde); N = numero di individui analizzati. 
 
La tabella 14 evidenzia che il valore più alto di h (haplotype diversity) tra le 
popolazioni di E. collaris emerge a Tsitongambarika-3. Il confronto di queste 
popolazioni con una di E. cinereiceps che abita foreste primarie mostra valori più 
bassi in tutte le popolazioni della specie oggetto di studio.  
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Popolazione n A S h ± SD K ± SD π ± SD Reference 
Tsitongambarika1 
(2011) 
7 1 0 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
0,000 ± 
0,000 
Presente studio 
Tsitongmbarika3 
(2012) 
8 2 7 
0,571 ± 
0,094 
4,000 ± 
2,234 
0,012 ± 
0,008 
Presente studio 
Nahampoana 
(2008) 
4 2 6 
0,500 ± 
0,265 
3,000 ± 
1,964 
0,012 ± 
0,009 
Presente studio 
Mandena        
(2008) 
6 2 6 
0,533 ± 
0,172 
3,200 ± 
1,918 
0,013 ± 
0,009 
Presente studio 
Eulemur 
cinereiceps 
47 8 58 
0,751 ± 
0,041 
17,444 ± 
7,891 
0,051 ± 
0,025 
Johnson et al. 
2008 
Tabella 14 n = numero di individui; A = numero di sequenze differenti (aplotipi); S = somma del 
numero di sostituzioni tra tutti gli aplotipi rispetto alla sequenza HT1; h (haplotype diversity) = 
diversità aplotipica; π (nucleotide diversity) = diversità nucleotidica; K (mean pairwise difference) = 
numero medio di differenze a coppie. 
 
3.2 Microsatelliti (STR) 
 
3.2.1 Ottimizzazione del protocollo di genotipizzazione 
 
3.2.1.1 Utilizzo del Kit 
 
E’ stata inizialmente verificata su DNA estratto da feci l’efficacia del kit “QIAGEN 
Multiplex PCR Kit”. Nella tabella 15 sono riportati i risultati riguardo la 
concordanza di prove ripetute effettuate in parallelo in 2 condizioni differenti: con 
l’utilizzo del kit e senza. 
Le prove sono state classificate come concordanti (presentano lo stesso risultato), 
discordanti (presentano risultati differenti) concordanti negative (prove in cui i 
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segnali dell’elettroferogramma sono molto bassi o totalmente assenti), non 
discordanti (uno dei 2 risultati è negativo, l’altro è positivo) 
 
Tipologia di prove Con Kit Senza Kit Totale di riga 
Numero di prove 
concordanti 
25 (59%) 11 (35%) 36 (49%) 
Numero di prove 
discordanti 
2 (5%) 1 (3%) 3 (4%) 
Numero di prove 
concordanti negative 
3 (7%) 17 (53%) 20 (27%) 
Numero di prove non 
discordanti 
12 (29%) 3 (9%) 15 (20%) 
Totale di colonna 42 (100%) 32 (100%) 74 (100%) 
 
Tabella 15 Risultati delle prove effettuate in parallelo sui campioni amplificati con e senza kit per 
quattro loci. Le percentuali sono calcolate per colonne (valore assoluto per ogni tipologia di prova sul 
totale di colonna). 
  
Si nota che la percentuale di prove concordanti quando viene utilizzato il kit 
corrisponde al 59%, viceversa senza l’utilizzo del kit solo il 35% delle prove sono 
concordanti. Inoltre il numero di prove concordanti negative utilizzando il kit 
corrisponde al 7%, viceversa non utilizzando il kit si raggiunge una percentuale del 
53%.  
E’ stata valutata nuovamente l’efficacia del kit analizzando questa volta la resa della 
PCR in termini di quantità di amplificato prodotto al termine della reazione di PCR. 
E’ noto che la quantità di amplificato sia proporzionale all’intensità dei picchi 
dell’elettroferogramma; sono stati quindi riportati nella tabella 16 i risultati 
dell’intensità dei picchi per le varie prove effettuate.  
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RESA Numero di prove 
Intensità picchi (uf)  Con KIT SENZA KIT 
0 6 (9,23%) 34 (51%) 
0-500 24 (0,37%) 16 (0,24%) 
500-1000 14 (0,22%) 5 (0,08%) 
1000-2000 12 (0,19%) 3 (0,05%) 
2000-3000 2 (0,03%) 4 (0,06%) 
3000-4000 1 (0,02%) 0 (0%) 
4000-5000 3 (0,05%) 2 (0,03%) 
5000-6000 3 (0,05%) 0 (0%) 
>6000 0 (0%) 2 (0,03%) 
Numero di prove totali 65 (100%) 66 (100%) 
 
Tabella 16 Frequenze assolute delle intensità di segnale delle prove effettuate su quattro loci; 
uf = intensità di fluorescenza. 
 
Dai risultati si nota una differenza evidente, tra i campioni trattati con il kit e senza, 
nel numero di prove che generano picchi di segnale la cui intensità è prossima a zero. 
Nel particolare, solo 9,23% dei campioni trattati con il kit non mostra risultati 
rilevabili; è invece il 51% la percentuale dei campioni trattati senza kit che non 
evidenzia alcun picco. 
La figura 21 invece evidenzia la differenza nell’intensità del segnale 
dell’amplificato. 
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Figura 21 Risultati dell’elettroferogramma del campione 13ST; l’amplificato con il kit mostra picchi 
sia nel segnale blu (loci Efr-08 e Efr-37) che nel verde (loci 104HDZ109 e 104HDZ127); l’amplificato 
senza l’ausilio del kit evidenzia un segnale troppo debole per essere rilevato 
 
3.2.1.2 Quantità DNA 
 
Considerando il DNA proveniente da campioni fecali sono state valutati 3 differenti 
protocolli secondo i quali 2, 5 e 10 μl di estratto di DNA sono stati aggiunti alla 
reazione di PCR. Non sono state effettuate diluizioni del prodotto di PCR. La tabella 
17 mostra i risultati dell’elettroforesi capillare. 
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Tabella 17. Risultati dell’elettroforesi capillare di un campione di Eulemur collaris il cui DNA è stato 
estratto da feci; 3 quantità di DNA diverse sono state aggiunte alla reazione di PCR: 10 μl, 5 μl, 2 μl; 
allele (bp) = numero di paia basi dell’allele; intensità picco (uf) = intensità del picco in unità di 
fluorescenza. 
Quantità di estratto 
di DNA aggiunto alla 
reazione di PCR(μl) 
Locus Allele(bp) 
Intensità 
picco(uf) 
Intensità 
picco media 
(uf) 
10 
Efr8 
129,73 250 
420 
141,57 250 
Efr37 
201,18 
300 
201,18 
104HDZ109 
127,66 
1000 
127,66 
104HDZ127 
204,41 
300 
204,41 
5 
Efr8 
127,58 
200 
725 
127,58 
Efr37 
201,17 650 
203,3 400 
104HDZ109 
115,78 1500 
129,63 500 
104HDZ127 
202,23 
1100 
202,23 
2 
Efr8 N.D.  
225 
Efr37 
201,53 
200 
201,53 
104HDZ109 
127,74 
250 
127,74 
104HDZ127 N.D.  
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La tabella 17 mostra che i risultati più soddisfacenti in termini di intensità dei picchi, 
vengono ottenuti quando sono utilizzati 5 μl di DNA; si può osservare che l’intensità 
di picco media raggiunge il livello più alto (725) quando vengono utilizzati 5 μl di 
DNA. 
 
3.2.2 Caratteristiche dei loci  
 
Le tabella 18 mostra alcuni indici di diversità genetica relativi ad ognuna delle 
quattro popolazioni di Mandena (2000, 2004, 2008, 2011) e quella di 
Tsitongambarika. Si nota che i valori medi massimi di K, Ho, He e PIC si verificano 
nella foresta primaria di Tsitongambarika. Ponendo la soglia di significatività α = 
0,05 e applicando la correzione Bonferroni che sposta il limite di significatività a α 
= 0,006 nessuna popolazione devia significativamente dall’equilibrio di Hardy-
Weinberg.  
 
Foresta A HO HE 
H-W 
(p-value) 
PIC N 
Mandena-2000 2 0,316 0,321 0,962 0,257 11 
Mandena-2004 2 0,323 0,331 0,931 0,256 
10 
Mandena-2008 2.9 0,403 0,419 0,028 N.D. 
9 
Mandena-2011 2,5 0,351 0,359 0,108 0,306 
11 
Tsitongambarika-1 2,37 0,453 0,483 0,024 0,380 
4 
Tsitongambarika-3 2,75 0,509 0,518 0,190 0,433 
9 
Tabella 18 Indici di diversità mediati su 8 loci per le diverse popolazioni indagate; A = numero di 
alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = polymorphic information 
content;  N= numero di individui campionati. 
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3.2.3 Mandena: studio diacronico 
 
Il diagramma in figura 22 rappresenta le distribuzioni alleliche (appendice 8-13) 
della popolazione di Mandena, per gli 8 loci, nell’arco di 11 anni.  
 
 
Figura 22 Frequenze alleliche di otto loci STR a Mandena in quattro diversi anni (2000, 2004, 2008, 
2011). 
 
Quattordici alleli sono presenti ad alta frequenza in tutti i periodi e si può pensare 
che caratterizzino la componente più stabile ed antica della popolazione. Sia nel 
2008 che nel 2011 si osserva la comparsa di rispettivamente 9 e 2 nuovi alleli a bassa 
frequenza (vedi tabella 19) distribuiti tra 4 maschi e 3 femmine. Di particolare 
interesse sono 6 alleli di questi nuovi alleli perché si trovano in omozigosi e quindi 
rappresentano un forte indizio di flusso migratorio. Due alleli a bassa frequenza 
sembrano ricomparire nel 2011 dopo un periodo di assenza.  
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Mandena n 
Nuovi alleli 
vs 
anno 
precedente 
Nuovi alleli in 
omozigosi 
vs 
anno precedente 
Nuovi alleli 
vs 
anni precedenti 
Nuovi alleli in 
omozigosi 
vs 
anni precedenti 
Nuovi alleli 
condivisi dalle 
popolazioni 
2008/2011 
2000 14 - - - - - 
2004 10 0 0 0 0 - 
2008 9 9 4(4) 9 4(4)  
2 2011 11 4 2(1) 2 2(1) 
Tabella 19 Numero di nuovi alleli (in omozigosi e no) in assoluto e rispetto solamente all’anno 
precedente; tra parentesi il numero di individui che portano i nuovi alleli; n= numero di individui 
campionati. 
 
Un esemplare in particolare, identificato dall’ID 1M e denominato Abelardo dagli 
etologi nel 2011, introdottosi a Mandena tra il 2008 e 2011 contribuisce fortemente 
ad arricchire la diversità genetica della popolazione. In rosso sono evidenziati gli 
alleli nuovi rispetto alla popolazione di partenza di Mandena (Mandena 2000). Il 
profilo completo è mostrato nella tabella 20 ed è ritratto in foto nella figura 23. 
 
ID Sesso Efr8 Efr37 104HDZ109 104HDZ127 104HDZ224 104HDZ132 104HDZ170 104HDZ9 
1M Maschio 
129 201 115 205 130 167 152 201 
129 201 115 205 132 167 152 201 
 
Tabella 20 Aplotipi che presentano gli alleli rilevati nel 2011 corrispondono a 2 maschi le cui sigle 
identificative sono 6M e 11M ; gli alleli evidenziati in rosso corrispondono ai nuovi alleli. 
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Figura 23 Eulemur collaris, ID = 1M Abelardo  (Barresi M.) 
 
Sono state confrontate tutte le popolazioni a coppie tramite il test esatto di Fisher 
(tabella 21). Si evidenzia che tutte le coppie di popolazioni sono significativamente 
diverse tra loro, tranne le coppie 2000-2004, 2004-2011 e 2008-2011. Ciò suggerisce 
che il salto di diversità più evidente si è avuto tra il 2004 e il 2008. 
 
Test di Fisher 
Coppia di popolazioni p-value 
2000 vs 2004 0,641 
2000 vs 2008 <0,001 
2000 vs 2011 0,025 
2004 vs 2008 0,004 
2004 vs 2011 0,433 
2008 vs 2011 0,112 
Tabella 21 Confronti a coppie di popolazioni per stimarne, tramite il test di Fisher, la diversità. 
 
Per confermare ulteriormente questo fenomeno è’ stata calcolato il numero di alleli 
diversi pesato per il numero di individui campionati (K/n) e la diversità genetica 
autosomica (gene diversity). Nell’arco temporale di 11 anni tutti e 2 gli indici 
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mostrano un trend in ascesa fino al 2008, nel particolare si registra una rapida ascesa 
si registra tra il 2004 e il 2008. In seguito, nel 2011 i valori si ristabiliscono a livelli 
simili, anche se maggiori rispetto a quelli del 2004 (figura 24). 
 
 
Figura 24 Variazione di Hm, K e gene diversity nel tempo (2000, 2004, 2011). K/n = numero di alleli 
diversi pesato per il numero di individui campionati; K/n fa riferimento all’asse delle ordinate di 
destra. Gene diversity (nucleotide diversity) fa riferimento all’asse delle ascisse di sinistra. 
 
Da un punto di vista demografico, invece, dopo avere raggiunto una situazione 
critica nel 2008, la dimensione della popolazione ha mostrato un accrescimento 
progressivo sino al 2012. La figura 25 mostra l’evoluzione demografica nel corso di 
12 anni. Quindi il picco di diversità ha coinciso con un forte collo di bottiglia. 
 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,35
0,4
0,45
M_2000 M_2004 M_2008 M_2011
Gene diversity
(autosomal)
K/n
72 
 
 
Figura 25 Evoluzione demografica nell’arco temporale di dodici anni; neonati = individui nati nel 
corso dell’ultimo anno. 
 
3.2.4 Sud-Est del Madagascar: studio sincronico 
 
Sono state considerate le frequenze alleliche di 8 loci STR a Mandena e in 2 aree 
della foresta di Tsitongambarika (Tsitongambarika-1 e Tsitongambarika-3). Il 
confronto spaziale è stato effettuato utilizzando i campioni di Mandena del 2011 e 
quelli di Tsitongambarika risalenti al 2011-2012. Sono stati utilizzati per il confronto 
spaziale i campioni di Mandena del 2011 in quanto i campioni disponibili 
provenienti da Tsitongambarika risalgono proprio al 2011-2012. L’istogramma in 
figura 26 mostra che il repertorio di diversità STR a Mandena è il più ridotto e che 
molti alleli presenti nella foresta di Tsitongambarika non sono invece presenti nella 
foresta di Mandena. 
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Figura 26 Frequenze alleliche di otto loci STR a Mandena e in 2 aree di Tsitongambarika (TGK1 e 
TGK3). 
 
Confrontando a coppie le 3 popolazioni (Mandena, Tsitongambarika-1 e 
Tsitongambarika-3) tramite il test esatto di Fisher si nota una diversità genetica 
significativa tra tutte le coppie di popolazioni (tabella 22). 
 
Test di Fisher 
Coppia di popolazioni P-value 
Mandena (2011) VS 
Tsitongambarika1 (2011) 
<0,001 
Mandena (2011) VS 
Tsitongambarika 3 (2012) 
<0,001 
Tsitongambarika3 (2012) VS 
Tsitongambarika 1 (2011) 
<0,001 
Tabella 22 P-value calcolato tramite il test esatto di Fisher per ogni coppia di popolazioni. 
Efr8
Efr37
104HDZ109
104HDZ127
104HDZ224
104HDZ132
104HDZ170
104HDZ9
74 
 
 
Sono stati in fine calcolati alcuni indici di diversità (tabella 23) sia per la foresta di 
Mandena che per la foresta di Tsitongambarika, questa volta considerata come 
un'unica entità. Come già osservato per la variazione mitocondriale, la foresta di 
Tsitongambarika mostra per tutti gli indici valori maggiori della foresta di Mandena.   
Gli stessi indici sono stati anche confrontati con una popolazione di E. cinereiceps 
(Tokiniana et al. 2009). I campioni di E. cinereiceps sono stati raccolti in una grande 
foresta integra dislocata circa 180 km a Nord di Tsitongambarika. Tutti i valori medi 
e la grande parte dei valori degli indici dei singoli loci sono superiori a quelli delle 
popolazioni in oggetto di studio  
 
Pop n A HO HE π PIC Foresta Reference 
Mandena(2011) 11 2,5 0,328 0,336 0,342 0,306 Foresta litorale 
Presente 
studio 
Tsitongambarika(2011/2012) 13 3,4 0,546 0,556 0,595 0,488 Tsitongambarika 
Presente 
studio 
E. cinereiceps (2009) 21 5 0,683 0,745 N.D. 0,685 
Vevembe  
(Lowland) 
Tokiniana 
et al. 2009 
Tabella 23 Indici di diversità per 2 popolazioni di E. collaris e una di E cinereiceps; n= numero di 
individui campionati; A= numero di alleli medio per locus; Ho = eterozigosità osservata; He = 
eterozigosità attesa; π = diversità nucleotidica (nucleotide diversity). 
 
I valori di φst e Fst mostrano entrambi un alto grado di differenziazione tra le 
popolazioni di Mandena e Tsitongambarika. E’ stato inoltre calcolato il numero di 
migranti per generazione secondo Slatkin (1985) (tabella 24). 
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Coppia di popolazioni AMOVA (φst) Fst Nm 
Mandena (2011) vs 
Tsitongambarika (2011/2012) 
0,255 0,245 0,168 
Tabella 24 Confronto tra le popolazioni di Mandena e Tsitongambarika; AMOVA = Analysis of 
Molecular Variance; Fst = Fixation index; Nm = Numero di migranti per generazione  
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4. Discussione 
 
4.1 Campionamento non invasivo: qualità dei risultati 
 
Negli ultimi anni ottenere permessi per la cattura degli animali è molto complesso, 
per questo motivo e per la convinzione che i campionamenti non invasivi possano 
giovare alla salute dei lemuri è stato deciso, a partire dal 2008 di prelevare campioni 
fecali. In queste circostanze il DNA è tipicamente di bassa qualità e quantità, questo 
può generare errori di genotipizzazione: alleli nulli e/o alleli falsi.  
Particolare attenzione è stata posta nel nostro studio all’interpretazione dei dati. 
Un effetto comune strettamente legato alla presenza di alleli nulli è l’eccesso di 
omozigosi osservata rispetto all’omozigosi attesa secondo l’equilibrio di Hardy-
Weinberg. Tutte le nostre popolazioni presentano deviazioni non significative tra 
valori di eterozigosità osservata e attesa. 
Inoltre, lo studio diacronico che ha interessato Mandena ha utilizzato campionamenti 
nel 2000 e 2004 da clips, mentre nel 2011 da feci. Le clips rappresentano un DNA 
di buona qualità, questi risultati possono così essere interpretati come una sorta di 
controllo indiretto dei risultati derivanti da campioni fecali. Nello specifico si 
osserva che la diversità genetica nel corso del tempo (2000, 2004, 2011) aumenta. 
Questo risultato sarebbe difficilmente ottenibile se l’effetto di alleli nulli fosse 
presente. 
Infine, si potrebbe obiettare che l’eterozigosità nelle popolazioni di foreste primarie 
di E. cinereiceps sono maggiori rispetto alle eterozigosità osservate nelle 
popolazioni oggetto di studio. Tuttavia, bisogna tener presente che i loci utilizzati 
per E. collaris sono stati selezionati sulla base dei parametri di diversità (PIC, 
numero di alleli) osservati proprio su E. cinereiceps. Un tale criterio provoca il 
fenomeno denominato “Ascertainment bias”, che da solo può spiegare i valori più 
bassi di eterozigosità osservati nelle nostre popolazioni. 
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I campioni di feci della popolazione di Mandena dell’anno 2008, rappresentano un 
caso particolarmente critico per cui eventuali errori di genotipizzazione non sono 
certamente escludibili a priori.  
I campioni sono di qualità molto bassa e questo si riflette sulla qualità del DNA 
estratto. Le caratteristiche che costituiscono fattori di criticità sono: 
 Il protocollo di campionamento descritto nel paragrafo 2.1 non è stato attuato. 
Per esigenze legate a studi indipendenti da quello in oggetto di tesi, i campioni 
sono stati mantenuti scongelati per un periodo di circa 1 anno. Questa 
condizione ha sicuramente influito pesantemente sull’integrità della molecola 
del DNA. Dodici genotipizzazioni, infatti, non hanno prodotto alcun risultato. 
 Accade tipicamente che vengano effettuate diverse estrazioni di DNA per ogni 
campione, questo perché si tratta di una procedura molto delicata e talvolta 
variabili casuali compromettono l’efficacia dell’estrazione stessa. Per ogni 
campione fecale, la quantità disponibile era molto piccola, quindi, è stata 
possibile una sola estrazione di DNA. Due dei nove campioni hanno 
chiaramente evidenziato problemi di genotipizzazione: uno di questi 
presentava una mancata genotipizzazione per 5 degli 8 loci mentre nell’altro, 
6 loci non hanno prodotto risultato. 
 Le ripetizioni sono spesso molto utili quando la qualità del DNA non è alta, 
infatti, conferme di un risultato sono prove forti a sostegno della corretta 
genotipizzazione. La quantità di estratto di DNA disponibile, per ogni 
campione, per la genotipizzazione, era basso. E’ stato per questo motivo 
difficile effettuare ripetizioni: ventuno loci sono infatti privi di ripetizioni. 
Il rapporto tra ripetizioni confermate e ripetizioni totali 28/34 (6 ripetizioni 
non confermate) fornisce comunque una idea della robustezza delle prove non 
ripetute. 
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4.2 DNA mitocondriale (mtDNA) 
 
I dati genetici mitocondriali rivelano che nella popolazione traslocata (Mandena 
2000) è presente una sola linea mitocondriale. L’apparente monomorfismo sarebbe 
stato interrotto tra il 2004 e il 2008, con l’introduzione di un’altra linea identificata 
dalla sigla HT1 attraverso due animali, un maschio ed una femmina. Tale linea 
tuttavia, non è stata rilevata nei campionamenti successivi.  
La demografia (vedi paragrafo 3.2.3) evidenzia un forte collo di bottiglia nel 2008, 
probabilmente dovuto in gran parte ad eventi predatori da parte del fossa (C. ferox). 
La figura 27 mostra l’evoluzione demografica, flussi genici e la variazione della 
diversità genetica (haplotype diversity) mitocondriale nell’arco di 12 anni.  
Si evidenzia un disaccoppiamento tra la diversità genetica mitocondriale e la 
demografia, tuttavia tale disaccoppiamento non è particolarmente significativo in 
quanto il campionamento del 2011 rappresenta solamente il 65% dell’intera 
popolazione. La mancata rilevazione dell’aplotipo HT1 nel 2011 può essere dovuta 
sia alla non totale rappresentatività del campionamento che all’effettiva assenza 
dell’aplotipo stesso nel 2011 per sorting delle linee.   
Due flussi genici sono mostrati in figura 27, quello avvenuto tra il 2004 e il 2008 è 
stato caratterizzato su base genetica mentre quello del 2012 è supportato da 
osservazioni sul campo. Il flusso (non rilevato su base genetica) è stato provato in 
base ai censimenti effettuati nei vari anni: si nota che gli adulti presenti nel 2011, più 
i nati nel corso dello stesso anno, non bastano a spiegare il numero di individui 
rilevati nel 2012. 
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Figura 27 Evoluzione demografica, flussi genici e la variazione della gene diversity (haplotype 
diversity) nell’arco di 12 anni; la gene diversity è stata calcolata secondo Nei (1987, p178); la linea di 
tendenza blu è una funzione polinomiale. 
 
Osservando inoltre la distribuzione degli aplotipi nel Sud-Est del Madagascar (figura 
28) viene proposta una caratterizzazione dell’evento/i di migrazione che avrebbe 
interessato Mandena tra il 2004 e il 2008: flusso da Nahampoana verso Mandena. 
Il flusso migratorio che coinvolge i frammenti di foresta di Nahampoana e Mandena 
in direzione di Mandena è anche supportato dai dati eco-etologici.  
La riserva naturale di Nahampoana è un giardino botanico e consiste in un piccolo 
frammento di foresta di circa 50 ha. La distanza da Mandena è di circa 2 km, campi, 
zone paludose e una strada sono interposte tra Nahampoana e Mandena.  
La breve distanza tra Nahampoana e Mandena rende possibile la migrazione tra 
questi 2 frammenti. Inoltre un accertato spostamento di un individuo di Lemur catta 
lungo questo tratto in direzione di Mandena (Marco Campera, osservazione 
personale) è un ulteriore supporto all’ipotesi di migrazione anche da parte di 
Eulemur collaris. 
La figura 28 mostra la distribuzione degli aplotipi a Mandena e nelle aree circostanti.  
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Il flusso migratorio è evidenziato dalla freccia di colore blu. 
  
 
Figura 28 Distribuzione degli aplotipi nelle aree di Mandena (M), Nahampoana (NA), 
Tsitongambarika (TGK1 + TGK3); la freccia indica la possibile direzione del flusso genico; i colori 
mostrano differenti linee mitocondriali (HT1= blu; HT2= rosso; HT3= verde) 
 
I risultati del DNA mitocondriale, pur non essendo sufficientemente informativi per 
descrivere esaurientemente la diversità genetica nell’area di Mandena e nelle zone 
circostanti, suggeriscono un flusso genico e ne caratterizzano la direzione. 
 
 
 
 
81 
 
4.3 Microsatelliti (STR) 
 
I risultati autosomici dei marcatori STR mostrano una situazione molto dinamica 
nella foresta di Mandena nel corso di 11 anni. Una analisi puramente analitica della 
variabilità allelica rivela accuratamente l’evoluzione della popolazione. 
La popolazione tra il 2000 e il 2004 non subisce grosse alterazioni sia riguardo le 
dimensioni che la composizione allelica della popolazione 1. Una stabilità 
sostanziale quindi domina in questi anni. 
Tra il 2004 e il 2008 si assiste ad un forte cambiamento nella composizione sia 
demografica (nessun profilo microsatellitare condiviso) che genetica (figura 29). Il 
grosso turnover 2 apprezzabile sia a livello allelico che individuale è compatibile, 
almeno parzialmente, con lo scenario sostenuto anche da studi eco-etologici, 
secondo i quali, numerosi eventi predatori da parte del fossa (C. ferox) sono stati 
registrati.  
Tra il 2008 e il 2011 si assiste ad una trasformazione della popolazione meno marcata 
rispetto a quella che ha caratterizzato l’intervallo temporale 2004-2008 3 (test esatto 
di Fisher, p-value = 0,11). Nel particolare l’indagine analitica allelica supporta l’idea 
che la popolazione del 2011 rappresenti una entità che porta con sé tratti caratteristici 
del 2004, caratteristici del 2008 e nuove varianti alleliche. 
                                               
1 Il confronto a coppie di tutti i profili aplotipici nei 2 anni rivela che 2 individui sono in continuità 
temporale (Appendice 8- 10) e che la composizione allelica rimane invariata eccetto un solo allele che 
viene perso nel 2004. 
2 La popolazione di partenza di 25 individui tocca nel 2008 un minimo di 9 individui (vedi paragrafo 
3.2.3). Il confronto a coppie tra tutti i profili dei 2 anni non evidenzia alcun individuo in comune 
(Appendice 10 e 11). Nove nuovi alleli emergono nel 2008 di cui 4 sono in omozigosi e portati da 4 
individui (figura 22 e tabella 19). 
3 La popolazione cresce decisamente di numero passando da 9 individui a 17 (vedi paragrafo 3.2.3). Il 
confronto a coppie di tutti gli individui nei 2 anni presi in considerazione evidenzia 1 aplotipo in comune 
(Appendice 11-13). Quattro nuovi alleli portati da 2 individui compaiono nel 2011 rispetto al 2008, di cui 
2 sono in omozigosi e portati da 1 individuo; inoltre, 2 nuovi alleli del 2008 sono rilevabili nel 2011; in 
fine 2 alleli del 2004, non presenti nel 2008, ricompaiono nel 2011 (figura 22, tabella 19). 
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Il grafico di figura 29 sintetizza la relazione che sussiste tra l’evoluzione 
demografica e quella genetica (nucleotide diversity). Due eventi migratori, 
caratterizzati su base genetica autosomica (2004-2008 e 2008-2011) si aggiungono 
a quello precedentemente descritto (non su base genetica) nel paragrafo 4.2. 
 
 
Figura 29 Evoluzione demografica, flussi genici e la variazione della gene diversity autosomica 
nell’arco di 12 anni; la diversità genetica (nucleotide diversity) è stata calcolata secondo Nei (1987, 
p256); la linea di tendenza rossa è una funzione polinomiale parabolica; le barre di errore 
rappresentano la deviazione standard riferita alla diversità genetica autosomica. 
 
 
Il confronto spaziale negli anni 2011-2012 tra la foresta di Mandena e le 2 aree della 
foresta di Tsitongambarika (Tsitongambarika 1 e 3) evidenzia differenze 
significative per tutte le coppie di popolazioni (Fisher exact test: p-value < 0,001 per 
qualsiasi coppia).  
Considerando analiticamente gli alleli nuovi di Mandena 2011 (rispetto a Mandena 
2000) si osserva dalla figura 30 che si ritrovano tutti nella popolazione di 
Tsitongambarika. 
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Figura 30 Frequenze alleliche di 4 alleli, esclusivi del campionamento del 2011 (rispetto al 2000) di 
Mandena, confrontate con le popolazioni di Tsitiongambarika (TGK1 e TGK3).  
 
La foresta di Mandena può essere quindi considerata un pool di alleli che 
costituiscono un sottoinsieme della foresta di Tsitongambarika.  
La foresta di Tsitongambarika, in particolare TGK1, dista circa 5 km da Mandena. 
Lo spazio che separa le 2 foreste consiste di campi coltivati e una strada nazionale, 
nonostante l’attraversamento dei lemuri non sia agevole, è certamente possibile. 
Inoltre, il fatto che Nahampoana sia una piccola riserva con pochi individui (<10), 
che sono oltretutto foraggiati, rende poco probabile che tutti i flussi arrivino 
esclusivamente da questa foresta.  
 
4.4 DNA mitocondriale e microsatelliti 
 
Entrambi i marcatori rivelano un certo grado di erosione genetica nella popolazione 
della foresta litorale Mandena, rispetto all’estesa foresta primaria di 
Tsitongambarika. Inoltre, popolazioni della stessa foresta di Tsitongambarika, se 
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confrontate con popolazioni di specie affini (E.cinereiceps), che vivono in foreste 
integre, evidenziano indici di diversità ancora inferiori.  
Nel loro complesso le indagini genetiche condotte per i 2 sistemi polimorfici 
evidenziano che la popolazione di Mandena si trova in uno stato di equilibrio 
precario e sembra dipendere sostanzialmente da frequenti eventi migratori da parte 
di individui sia maschili che femminili.  I risultati mostrano che questi lemuri 
possono attraversare ampi tratti di non-foresta, inoltre evidenziano che sia individui 
maschili che femminili sarebbero coinvolti nella migrazione. La migrazione dei 
maschi è in accordo con i modelli di dispersione naturale che caratterizzano questa 
specie. La migrazione femminile costituisce invece un’indicazione di un fenomeno 
di dispersione forzato dovuto presumibilmente a assenza di risorse o presenza di 
pressione predatoria da parte dell’uomo. L’area di Mandena, essendo un’area 
protetta, potrebbe quindi rappresentare un rifugio.  
L’elevato turnover osservabile dai dati genetici e la conseguente 
comparsa/scomparsa di varianti genetiche nel corso degli anni fa pensare che un 
forte elemento di disturbo sia presente nella foresta. A questo proposito la presenza 
del fossa in piccoli frammenti di foresta come quello di Mandena sembra essere un 
fattore cruciale nel determinare il destino di una popolazione. Dalla fine del 2003 al 
2007 sono infatti stati regolarmente avvistati diversi fossa e hanno causato la morte 
di almeno 4 individui di E. collaris (solo nel 2004) (Donati et al. 2011). 
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5. Conclusioni e prospettive 
 
La popolazione di Mandena evidenzia complessivamente un grosso cambiamento 
nell’arco temporale di 12 anni (2000-2011).  
In particolare dal 2000 al 2004 la popolazione rimane fondamentalmente stabile, 
infatti, sia i dati microsatellitari autosomici che mitocondriali supportano questa 
argomentazione.  
Dal 2004 al 2008 si assiste ad un forte cambiamento nella composizione sia 
demografica che genetica, tale trasformazione è sostanzialmente dovuta a flussi 
genici la cui sorgente più probabile sarebbe Tsitongambarika. Anche in questo caso, 
sia i dati microsatellitari che mitocondriali sono congruenti e avvalorano questo 
scenario.  
Dal 2008 al 2011 si osserva una trasformazione della popolazione meno marcata 
rispetto a quella che ha caratterizzato l’intervallo temporale 2004-2008. La 
popolazione del 2011 rappresenta una entità che porta con sé tratti caratteristici del 
2004, caratteristici del 2008 e nuove varianti alleliche. In questo caso i dati 
microsatellitari e mitocondriali sono non congruenti ma compatibili.  
 
La comparazione di parametri genetici microsatellitari della piccola popolazione di 
Mandena e di ampie popolazioni (Schwitzer et al. 2013) localizzate in foreste 
continue (Tsitongambarika), mostra forti differenze. Inoltre, il confronto di indici di 
diversità genetica tra le foreste, evidenzia un impoverimento genetico della 
popolazione di Mandena.  
L’analisi dei profili mitocondriali nelle popolazioni di Mandena, Nahampoana e 
Tsitongambarika, rivela un flusso migratorio che avrebbe interessato Mandena e 
Nahampoana in direzione di Mandena. 
 
I risultati del presente studio evidenziano che Mandena può essere considerata 
un’area rifugio, caratterizzata da manifesta fragilità. Si presenta quindi come una 
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zona chiave e un laboratorio naturale per impostare e sperimentare progetti di 
conservazione.  
Nello specifico, la gestione del predatore fossa (C. ferox) sembra essere un requisito 
essenziale nel determinare la permanenza della popolazione a Mandena (Donati et 
al. 2007).  
Tuttavia, la sola protezione attiva di quest’area potrebbe comunque non essere 
sufficiente per preservare e risanare l’habitat, i corridoi ecologici si presentano come 
una potenziale soluzione per ridurre l’erosione genetica. 
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Appendice 
 
Foresta Locus A HO HE 
H-W 
(p-value) PIC N 
Mandena 
2000 
 
EFR08 2 0,375 0,382 1 0.305 
14 
EFR37 2 0,436 0,444 0,552 0.341 
104HDZ9 2 0,245 0,250 0,221 0.215 
104HDZ109 2 0,132 0,134 1 0.123 
104HDZ127 3 0,400 0,408 0,636 0.358 
104HDZ132 2 0,459 0,467 0,590 0.354 
104HDZ170 1 0,000 0,000 ND 0,000 
104HDZ224 2 0,477 0,486 1 0.363 
Media 2 0,316 0,321 0,962 0,257 
Appendice 1 Indici di diversità per ogni locus per la popolazione di Mandena-2000; A = numero di 
alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = polymorphic information 
content;  N= numero di individui campionati. 
Foresta 
Locus A HO HE 
H-W 
(p-value) PIC N 
Mandena 
2004 
EFR08 2 0,320 0,328 1 0.269 
10 
EFR37 2 0,420 0,431 0,058 0.332 
104HDZ9 2 0,455 0,467 1 0.351 
104HDZ109 2 0,095 0,097 ND 0.090 
104HDZ127 3 0,495 0,508 1 0.372 
104HDZ132 2 0,375 0,385 1 0.305 
104HDZ170 1 0,000 0,000 ND 0 
104HDZ224 2 0,420 0,431 1 0.332 
Media 2 0,323 0,331 0,931 0,256 
Appendice 2 Indici di diversità per ogni locus per la popolazione di Mandena-2004; A = numero di 
alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = polymorphic information 
content; N= numero di individui campionati. 
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Foresta 
Locus A HO HE 
H-W 
(p-value) PIC N 
Mandena 
2008 
EFR08 4 0,414 0,427 0,314 N.D. 
9 
EFR37 2 0,278 0,290 0,09 N.D. 
104HDZ9 2 0,375 0,400 1 N.D. 
104HDZ109 2 0,245 0,254 1 N.D. 
104HDZ127 3 0,653 0,677 0,05 N.D. 
104HDZ132 2 0,245 0,254 1 N.D. 
104HDZ170 4 0,602 0,624 0,003 N.D. 
104HDZ224 4 0,414 0,427 0,135 N.D. 
Media 2.9 0,403 0,419 0,028 N.D. 
Appendice 3 Indici di diversità per ogni locus per la popolazione di Mandena nel 2008; A = numero 
di alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = polymorphic information 
content; N= numero di individui campionati. 
Foresta 
Locus A HO HE 
H-W 
(p-value) PIC N 
Mandena 
2011 
EFR08 3 0,580 0,594 0,125 0.495 
11 
EFR37 2 0,255 0,261 1 0.222 
104HDZ9 3 0,540 0,553 0,013 0.466 
104HDZ109 2 0,165 0,169 1 0.152 
104HDZ127 4 0,566 0,579 0,121 0.505 
104HDZ132 2 0,235 0,241 1 0.207 
104HDZ170 2 0,165 0,169 0,047 0.152 
104HDZ224 2 0,298 0,305 1 0.253 
Media 2,5 0,351 0,359 0,108 0,306 
Appendice 4 Indici di diversità per ogni locus per la popolazione di Mandena nel 2011; A = numero 
di alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = polymorphic information 
content; N= numero di individui campionati. 
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Foresta Locus A HO HE 
H-W 
PIC N 
(p-value) 
Tsitongambarika-1 
EFR08 3 0,594 0,633 0,086 0,511 
4 
EFR37 1 0 0 0 0 
104HDZ9 4 0,687 0,733 0,318 0,63 
104HDZ109 2 0,469 0,5 0,429 0,359 
104HDZ127 2 0,5 0,533 0,332 0,375 
104HDZ132 3 0,625 0,667 0,025 0,555 
104HDZ170 2 0,375 0,4 0,145 0,305 
104HDZ224 2 0,375 0,4 0,144 0,305 
Media 2,37 0,453 0,483 0,024 0,38 
Appendice 5  Indici di diversità per ogni locus per la popolazione di Tsitongambarika-1 nel 2011-
2012; A = numero di alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = 
polymorphic information content; N= numero di individui campionati. 
 
 
Foresta Locus A HO HE 
H-W 
PIC N 
(p-value) 
Tsitongambarika-3 
EFR08 3 0,568 0,584 0,065 0,489 
9 
EFR37 3 0,37 0,381 1 0,34 
104HDZ9 4 0,687 0,654 0,151 0,566 
104HDZ1
09 
3 0,474 0,488 0,35 0,403 
104HDZ1
27 
2 0,623 0,641 0,043 0,552 
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104HDZ1
32 
3 0,567 0,584 0,216 0,489 
104HDZ1
70 
2 0,444 0,457 1 0,346 
104HDZ2
24 
2 0,345 0,355 1 0,286 
Media 2,75 0,509 0,518 0,19 0,433 
Appendice 6 Indici di diversità per ogni locus per la popolazione di Tsitongambarika-3 nel 2011-
2012; A = numero di alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = 
polymorphic information content; N= numero di individui campionati. 
 
  
Foresta Locus A HO HE PIC N 
Eulemur cinereiceps 
(Vevembe forest) 
104HDZ9 5 0,810 0,740 0,677 
21 
104HDZ109 5 0,810 0,777 0,719 
104HDZ127 5 0,810 0,768 0,706 
104HDZ132 5 0,667 0,768 0,711 
104HDZ170 4 0,286 0,710 0,644 
104HDZ224 6 0,714 0,705 0,655 
Media 5 0,683 0,745 0,685 
Appendice 7 Indici di diversità per ogni locus per una popolazione di E. cinereiceps della foresta di 
Vevembe; A = numero di alleli; Ho = eterozigosità osservata; He = eterozigosità attesa; PIC = 
polymorphic information content; = numero di individui campionati. 
  
 
Mandena-2000 
ID 1 2 3 
Eulemur 
Fulvus 
n-6 n-3 
13 15 6 
Sesso osservato Femmina Maschio Femmina Maschio Maschio Maschio Maschio 
Sesso determinato 
geneticamente 
Femmina Maschio Femmina Maschio Maschio Maschio Maschio 
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Età Sub-adulto Adulto Adulto Adulto Sub-adulto Adulto Adulto 
Mt 
Size range N.D. 70-410 N.D. 143-410 110-410 90-410 143-410 
Haplotype N.D. HT2 N.D. HT2 HT2 HT2 HT2 
STR 
Efr08 131 131 113 113 131 131 131 
Efr08 131 131 131 113 131 131 131 
Efr37 201 201 201 201 203 201 201 
Efr37 203 203 201 201 203 201 201 
104HDZ10
9 
115 115 115 115 115 115 115 
104HDZ10
9 
115 115 115 115 115 127 127 
104HDZ12
7 
207 207 205 201 207 207 201 
104HDZ12
7 
207 207 207 205 207 207 207 
104HDZ22
4 
130 132 130 130 130 130 130 
104HDZ22
4 
132 132 132 130 132 130 130 
104HDZ13
2 
167 167 173 167 167 167 167 
104HDZ13
2 
173 173 173 173 167 173 173 
104HDZ17
0 
154 154 154 154 154 154 154 
104HDZ17
0 
154 154 154 154 154 154 154 
104HDZ9 203 203 203 203 203 203 203 
104HDZ9 203 203 203 203 203 203 203 
Appendice 8 Genotipizzazione della popolazione di Mandena-2000 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
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Mandena-2000 
ID 7 8 4 10 12 14 16 
Sesso osservato 
Femmin
a Maschio 
Femmin
a Femmina Femmina Femmina Maschio 
Sesso determinato 
geneticamente 
Femmin
a Maschio 
Femmin
a Femmina Femmina Femmina Maschio 
Età 
Adulto Adulto Aadulto Adulto Adulto 
Sub-
adulto Adulto 
Mt 
Size range 80-410 70-410 122-410 N.D. 143-410 90-410 90-410 
Haplotype HT2 HT2 HT2 N.D. HT2 HT2 HT2 
STR 
Efr08 113 113 113 131 131 113 131 
Efr08 131 131 131 131 131 131 131 
Efr37 201 201 201 201 201 201 203 
Efr37 201 201 201 203 203 203 203 
104HDZ109 115 115 115 115 115 115 115 
104HDZ109 115 115 115 115 115 115 115 
104HDZ127 201 207 207 207 201 201 207 
104HDZ127 207 207 207 207 207 207 207 
104HDZ224 130 130 132 130 130 130 130 
104HDZ224 130 132 132 132 132 130 132 
104HDZ132 167 167 167 167 167 167 167 
104HDZ132 167 173 173 167 167 173 167 
104HDZ170 154 154 154 154 154 154 154 
104HDZ170 154 154 154 154 154 154 154 
104HDZ9 203 203 203 203 197 197 197 
104HDZ9 203 203 203 203 197 203 203 
Appendice 9 Genotipizzazione della popolazione di Mandena-2000 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
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Mandena-2004 
ID 17 19 20 21 22 23 24 25 26 27 
Sesso osservato Maschio Femmina Femmina Femmina Femmina Maschio Femmina Maschio Maschio Maschio 
Sesso 
determinato 
geneticamente 
Maschio Femmina Femmina Femmina Femmina Maschio Femmina Maschio Maschio Maschio 
Mt 
Size range 110-410 110-410 90-410 110-410 90-410 90-410 146-410 140-410 110-410 90-410 
Haplotype HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 
STR 
Efr08 131 113 113 113 131 131 131 131 131 113 
Efr08 131 131 131 131 131 131 131 131 131 131 
Efr37 203 201 201 201 201 201 203 201 201 201 
Efr37 203 203 203 201 201 201 203 201 201 201 
104HDZ109 115 115 115 115 115 115 115 115 115 115 
104HDZ109 115 115 115 115 115 115 115 127 115 115 
104HDZ127 207 201 201 201 201 207 201 201 201 207 
104HDZ127 207 207 201 201 207 207 207 207 207 207 
104HDZ224 130 130 130 130 130 130 130 130 132 130 
104HDZ224 132 130 130 132 130 132 130 130 132 132 
104HDZ132 167 167 167 167 167 167 167 167 167 167 
104HDZ132 167 173 173 167 167 167 173 173 167 173 
104HDZ170 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 
104HDZ170 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 
104HDZ9 197 197 203 197 197 203 197 203 197 203 
104HDZ9 197 203 203 203 203 203 203 203 203 203 
Appendice 10 Genotipizzazione della popolazione di Mandena-2004 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
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Mandena-2008 
ID 
MC1 
male 
MC1 
female 
MC2 
male 
MC2 
female 
MA ad 
female 
MB male 
MB 
female 
MA 
male 
MC3 
male 
Sesso Maschio Femmina Maschio Femmina Femmina Maschio Femmina Maschio Maschio 
Mt 
Size range 150-400 150-400 150-400  150-400 150-400 150-400   
Haplotype HT2 HT1 HT1  HT2 HT2 HT2   
STR 
Efr08 113 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
115 113 113 131 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Efr08 131 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
143 131 131 131 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Efr37 201 201 201 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
201 203 201 
Nessun 
risultato 
Efr37 201 201 201 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
201 203 201 
Nessun 
risultato 
104HDZ109 115 115 
Nessun 
risultato 
115 115 115 115 115 
Nessun 
risultato 
104HDZ109 115 115 
Nessun 
risultato 
129 129 115 115 115 
Nessun 
risultato 
104HDZ127 201 201 
Nessun 
risultato 
203 203 201 201 207 
Nessun 
risultato 
104HDZ127 207 201 
Nessun 
risultato 
203 203 201 207 207 
Nessun 
risultato 
104HDZ224 130 
Nessun 
risultato 
130 130 130 130 130 130 128 
104HDZ224 130 
Nessun 
risultato 
130 138 138 130 130 130 132 
104HDZ132 167 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
167 167 167 167 167 167 
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104HDZ132 173 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
167 167 167 167 167 173 
104HDZ170 154 146 152 154 154 
Nessun 
risultato 
154 150 
Nessun 
risultato 
104HDZ170 154 152 152 154 154 
Nessun 
risultato 
154 150 
Nessun 
risultato 
104HDZ9 197 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
203 197 203 
Nessun 
risultato 
104HDZ9 203 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
203 203 203 
Nessun 
risultato 
           
Alleli nuovi vs anni 
precedenti 
 
Aplotipo condiviso tra Mandena 2008 e  
Mandena 2011 
  
Appendice 11 Genotipizzazione della popolazione di Mandena 2008 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
 
 
Mandena-2011 
Nome Barabarà Eddy Abelardo Octavio Apollo Mamiska 
ID 3M 12M 1M 13M 2M 10M 
Sesso femmina maschio maschio maschio maschio femmina 
Mt 
Size range 80-405 83-407 80-417 91-408 80-417 97-406 
Haplotype HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 
STR 
Efr08 113 113 129 113 N.D. 131 
Efr08 113 131 129 131 N.D. 131 
Efr37 
Nessun 
risultato 
201 201 201 N.D. 201 
Efr37 
Nessun 
risultato 
203 201 203 N.D. 201 
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104HDZ109 115 115 115 115 N.D. 115 
104HDZ109 127 115 115 115 N.D. 115 
104HDZ127 207 207 205 201 N.D. 201 
104HDZ127 207 207 205 207 N.D. 201 
104HDZ224 130 130 130 130 N.D. 130 
104HDZ224 130 132 132 130 N.D. 132 
104HDZ132 167 167 167 167 N.D. 167 
104HDZ132 167 167 167 167 N.D. 167 
104HDZ170 154 154 152 154 N.D. 154 
104HDZ170 154 154 152 154 N.D. 154 
104HDZ9 197 203 201 
Nessun 
risultato 
N.D. 203 
104HDZ9 197 203 201 
Nessun 
risultato 
N.D. 203 
        
Alleli nuovi vs 
anno precedente 
 
Alleli nuovi vs anni 
precedenti 
 
Alleli nuovi condivisi 
con  Mandena 2008 
 
Appendice 12 Genotipizzazione della popolazione di Mandena 2011 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
 
Mandena-2011 
Nome Tina Filippo N.D. N.D. N.D. N.D. 
ID 5M o 11M 4M 6M 7M 8M 9M 
Sesso femmina maschio maschio maschio maschio femmina 
Mt 
Size range 80-406 80-405 80-405 82-417 82-417 78-406 
Haplotype HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 
STR Efr08 131 113 113 113 113 113 
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Efr08 131  131 131 113 131 
Efr37 201 201 201 201 201 201 
Efr37 201 201 201 201 201 203 
104HDZ109 115 115 115 115 115 115 
104HDZ109 115 127 115 115 115 115 
104HDZ127 201 207 203 201 201 207 
104HDZ127 207 207 207 207 207 207 
104HDZ224 130 130 130 130 130 130 
104HDZ224 132 130 130 130 130 130 
104HDZ132 167 167 167 167 167 167 
104HDZ132 167 167 173 173 173 167 
104HDZ170 154 154 154 154 154 154 
104HDZ170 154 154 154 154 154 154 
104HDZ9 203 203 197 197 197 203 
104HDZ9 203 203 197 203 203 203 
        
Aplotipo condiviso tra 
Mandena 2008 e 
Mandena 2011  
Alleli nuovi condivisi con 
Mandena 2008 
  
Appendice 13 Genotipizzazione della popolazione di Mandena 2011 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
 
Tsitongambarika1 
ID 3A 4A 5Ab 6Ab 7A 8A 9A 
Mt 
Size range 78-375 80-417 80-408 80-417 105-417 156-417 80-417 
Haplotype HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 HT2 
STR Efr08 129 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
125 129 125 
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Efr08 129 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
125 131 125 
Efr37 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
201 
Nessun 
risultato 
201 
Efr37 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
201 
Nessun 
risultato 
201 
104HDZ109 115 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
127 115 115 
104HDZ109 115 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
127 115 127 
104HDZ127 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
205 
Nessun 
risultato 
203 
104HDZ127 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
205 
Nessun 
risultato 
203 
104HDZ224 130 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
132 132 132 
104HDZ224 130 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
132 132 132 
104HDZ132 165 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
171 167 171 
104HDZ132 165 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
171 167 171 
104HDZ170 154 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
154 152 154 
104HDZ170 154 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
154 152 154 
104HDZ9 193 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
205 203 203 
104HDZ9 197 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
Nessun 
risultato 
205 203 205 
Appendice 14 Genotipizzazione della popolazione di Tsitongambarika1 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
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Tsitongambarika3 
ID 1T 2T 3T 4T 5T 6T 7T 8T 9T 
Sesso 
determinato 
geneticamente 
Femmina Femmina Maschio 
Nessun 
risultato 
Femmina Maschio Femmina Femmina Femmina 
Mt 
Size range 83-407 83-407 90-407 95-417 83-407 82-404 N.D. 83-404 83-407 
Haplotype HT3 HT2 HT3 HT3 HT2 HT3 N.D. HT2 HT2 
STR 
Efr08 125 113 113 115 113 113 115 115 113 
Efr08 125 113 115 115 115 115 115 115 115 
Efr37 201 201 199 201 201 199 201 201 201 
Efr37 201 201 201 201 201 201 201 203 203 
104HDZ109 115 115 115 115 127 115 115 115 115 
104HDZ109 115 131 115 115 131 115 131 131 131 
104HDZ127 201 203 201 201 203 201 203 203 203 
104HDZ127 205 205 205 205 205 205 205 205 205 
104HDZ224 130 132 130 130 132 130 132 132 132 
104HDZ224 132 132 132 132 132 132 132 132 132 
104HDZ132 167 167 167 167 167 167 169 169 169 
104HDZ132 169 169 169 169 169 169 171 171 169 
104HDZ170 152 154 154 152 154 154 152 152 152 
104HDZ170 154 154 154 152 154 154 154 154 154 
104HDZ9 201 201 201 197 203 201 201 201 201 
104HDZ9 205 203 205 201 205 205 205 205 205 
Appendice 15 Genotipizzazione della popolazione di Tsitongambarika3 per il marcatore sessuale, 
mitocondriale e Short Tandem Repeat (STR). 
 
 
